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RINGKASAN 
Lignoselulosa merupakan penyusun dinding sel tanaman yang mengandung selulosa, 
hemiselulosa, dan lignin. Proses pemisahan komponen lignoselulosa dapat melalui 
berbagai macam pretreatment, diantaranya yaitu pretreatment secara kimia, fisika, dan 
biologi. Proses pretreatment ini dapat digunakan untuk mengekstrak setiap komponen 
lignoselulusa baik hemiselulosa, selulosa, maupun lignin. Pada proses ekstraksi metode 
biologi, salah satu agen yang dapat digunakan yaitu bakteri selulolitik dan hemiselulolitik.  
Pada penelitian ini, ekstraksi lignin dilakukan dengan menggunakan metode kimia yaitu 
metode basa dan klasson serta metode biologi. Penelitian ini  bertujuan untuk mengetahui 
potensi isolat bakteri selulolitik dan hemiselulolitik dalam mendegradasi selulosa dan 
hemiselulosa, mengetahui pengaruh variasi jenis varietas agave dan konsentrasi 
inokulum terhadap kadar lignin yang dihasilkan dari ekstraksi metode biologi, dan 
menganalisis karakteristik lignin yang diperoleh dari metode ekstraksi kimia dan biologi 
menggunakan FTIR (fourier transformation infrared). Hasil penelitian menujukan bahwa 
bakteri selulolitik dan hemiselulolitik berpotensi dalam mendegradasi selulosa dan 
hemiselulosa. Pada metode biologi, kadar lignin tertinggi sebesar 5,58% dihasilkan dari 
varietas Agave cantala dengan konsentrasi inokulum 0,5%. Pada metode kimia, kadar 
lignin tertinggi dihasilkan dari varietas Agave cantala hasil ekstraksi metode basa yaitu 
sebesar 32,61%. Hasil karakteristik lignin yang dihasilkan yaitu lignin dari metode 
ekstraksi biologi menghasilkan warna yang lebih hitam dibanding lignin hasil ekstraksi 
metode basa dan klasson. Analisis dengan FTIR menunjukan bahwa lignin yang diperoleh 
dari setiap metode ekstraksi mengandung ketiga monomer lignin yaitu syringyl, guaicyl, 
dan p-hidroksifenil yang ditandai gugus O-H λ 3200-3570 cm-1, C-H yang berikatan 
dengan senyawa aromatik λ 800-900 cm-1,  dan ~1200 cm-1  yaitu gugus fungsi C-O pada 
fenol. Berdasarkan analisis dengan ANOVA, varietas agave memberi pengaruh signifikan 
pada kadar lignin yang dihasilkan sedangkan konsentrasi inokulum tidak memberikan 
pengaruh yang signifikan. 
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Lignocellulose is one of the components that build plant cell walls, consists of cellulose, 
hemicellulose, and lignin. The process of breaking down lignocellulose could be done by 
using several pretreatments such as chemical, physical, and biological. A pretreatment 
process is used to extract each component either it is hemicellulose, cellulose, or lignin. 
Cellulolytic and hemicellulolytic bacteria are one of the agents of biological pretreatment. 
In this research, the lignin extraction process was conducted by using chemical (alkaline 
dan klasson method) and biological methods. This research aims to understand the 
potential of cellulolytic and hemicellulolytic bacteria in degrading cellulose and 
hemicellulose, understand the effect of a variety of agave and inoculum concentrations on 
lignin yield from the biological method, and analyze lignin characteristics from chemical 
and biological extraction using FTIR (Fourier transformation infrared). The result showed 
that cellulolytic and hemicellulolytic bacteria have the potential to degrade cellulose and 
hemicellulose. In the biological extraction process, lignin's highest yield (5,58%) is 
obtained from a variety of Agave cantala with 0,5% inoculum concentration. In the 
chemical extraction process, lignin's highest yield (32,15%) is obtained from a variety of 
Agave cantala with alkaline process extraction.  Lignin from the biological extraction 
process has a darker black color compared to lignin from the alkaline dan klasson 
extraction process. The result from FTIR analysis shown that lignin from each extraction 
method contains three lignin monomers, syringyl, guaiacol, and p-hydroxyphenyl which 
identified with absorption at band 3200-3570 cm-1 (O-H aromatic), C-H stretch aromatic at 
band 800-900 cm-1, and absorption at band ~1200 cm-1 (C-O stretch phenol). According to 
ANOVA analysis, agave variety gave a significant difference to lignin yield while inoculum 
concentration don't. 
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BAB I  
PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Biomassa merupakan material organik yang berasal dari tanaman atau hewan. 
Biomassa dapat mencakup semua organisme air dan darat serta tumbuh-tumbuhan 
hidup, semua biomassa benda mati dan biomassa dari limbah, seperti limbah padat 
rumah tangga atau limbah hewan, dan residu yang berasal dari hutan, pertanian, 
dan limbah industri (Sudiyani et al, 2010). Biomassa dapat digunakan sebagai 
sumber energi terbarukan. Sumber biomassa dapat berasal dari tanaman kayu, 
tanaman serat, dan tanaman-tanaman pertanian serta berasal dari produk limbah 
diantaranya limbah tanaman, limbah hewan , dan limbah industri komersial. Salah 
satu biomassa yang sudah dikenal pemanfaatannya sebagai bahan baku bionergi 
adalah lignoselulosa.  
Lignoselulosa merupakan biomassa yang banyak berasal dari tanaman serat, 
limbah pertanian, perkebunan, dan kehutanan. Komponen lignoselulosa yaitu 
selulosa (35-50%), hemiselulosa (20-35%), dan lignin (10-25%). Komponen 
lignoselulosa membentuk kerangka dinding sel tumbuhan (Sari et al., 2018). 
Struktur lignoselulosa dapat dilihat pada Gambar 1.1. Selulosa merupakan 
biopolimer yang biasa digunakan sebagai bahan baku bioetanol. Selulosa 
merupakan serat-serat panjang yang bersama hemiselulosa, pektin, dan protein 
membentuk struktur jaringan yang memperkuat dinding sel tanaman.  Hemiselulosa 
merupakan salah satu penyusun dinding sel tumbuhan yang terdiri dari kumpulan 
beberapa unit gula dan dikelompokkan berdasarkan residu gula utama sebagai 
penyusunnya (Trisanti 2010). Lignin mengisi ruang di antara selulosa, hemiselulosa, 
dan pektin.  Lignin yang terdiri dari molekul senyawa-senyawa polifenol yang 
berfungsi sebagai pengikat sel-sel kayu satu dengan yang lain, sehingga terbentuk 
struktur yang kaku dan keras serta mampu meredam kekuatan mekanis yang 








 (Sumber: Sari et al., 2018) 





Sejauh ini pemanfaatan lignoselulosa di Indonesia masih terfokus pada selulosa 
dan hemiselulosa saja. Pada industri pulp dan kertas, lignin harus dihilangkan 
karena mempengaruhi kualitas kertas yang dihasilkan karena memberi warna coklat 
(Susilowati et al., 2013). Dalam industri bioetanol, dilakukan pretreatment 
lignoselulosa untuk menghilangkan lignin pada lignoselulosa yang membentuk 
struktur yang kuat akibat adanya ikatan kovalen yang berfungsi untuk melindungi sel 
tanaman dari serangan mikroorganisme. Struktur ini melindungi selulosa sehingga 
selulosa sulit dihidrolisis. Proses pretreatment bertujuan untuk membuka struktur 
lignoselulosa agar selulosa lebih mudah untuk diakses oleh enzim yang berperan 
dalam proses hidrolisis. Hasil dari proses pretreatment  atau proses delignifikasi ini 
menghasilkan limbah buangan yang mengandung lignin. Bila tidak dimanfatkan, 
limbah ini dapat mencemari lingkungan karena sulit terdegradasi dalam kondisii 
anaerob (Falah 2012).  
Kebanyakan lignin dibakar untuk menghasilkan energi selama proses pulping 
atau dibuang sebagai limbah. Padahal, lignin merupakan komponen yang 
menjanjikan untuk digunakan sebagai polimer karena strukturnya yang berbasis 
fenol yang dapat meningkatkan sifat mekanik jika digabungkan dengan plastik 
(Thielemans et al. 2002). Selain itu, lignin juga dapat dimanfaatkan sebagai perekat 
kayu (Susilowati et al., 2013) dan direaksikan dengan senyawa bisulfit untuk 
membentuk lignosulfonat yang merupakan bahan aditif pada produksi semen, 
pupuk, dan lain-lain (Falah 2012). Lignin juga berpotensi besar untuk dimanfaatkan 
sebagai pengganti fenol atau dicampur dengan bahan resin pada pembuatan papan 
sirkuit pada industri komputer (Irnia dan Sri, 2019).  
Kandungan lignin bervariasi dalam setiap jenis bahan. Pada tanaman agave 
(Agave sisalana), komposisi lignoselulosa yang seratnya diambil dari daun terdiri 
dari 78% selulosa, 8% lignin, 10% hemiselulosa, 2% wax, dan 1% ash (Yudhanto, et 
al., 2016). Selain Agave sisalana, terdapat beberapa spesies lain dari tanaman 
agave yaitu Agave cantala dan Agave angustifolia. Perbedaan antara Agave 
sisalana dan Agave cantala adalah spesies sisalana memiliki daun berwarna hijau 
tua dengan duri di tepi daun yang bervariasi ukurannya dari duri besar hingga tak 
berduri. Pada spesies cantala, daunnya berwarna hijau keabuan dengan duri yang 
besar dan tajam (Jamil et al. 2018). Terdapat beberapa metode yang digunakan 
untuk memisahkan lignin dari komponen lignoselulosa yang dikenal dengan proses 
delignifikasi, diantaranya yaitu metode delignifikasi dengan pulping, metode basa, 
metode klason, dan metode organosolven. 
Pulping biasa digunakan untuk pembuatan pulp dan kertas, dimana lignin 





menggunakan larutan NaOH kemudian diisolasi menggunakan larutan asam sulfat, 
sedangkan pada metode klason dan organolsolven masing-masing menggunakan 
larutan n-heksana dan etanol. Kadar lignin yang diperoleh secara kuantitatif 
dipengaruhi oleh bahan kimia yang ditambahkan selama peoses delignifikasi, 
dimana faktor yang mempengaruhi meliputi konsentrasi larutan pemasak, suhu, 
tekanan, dan waktu pemasakan. Semakin tinggi kadar lignin maka semakin tinggii 
kondisi pemasakan yang diperlukan agar proses pemutusan lignin dari susunan 
lignoselulosa dapat berlangsung secara sempurna (Esse 2018).  
Pretreatment lignoselulosa secara kimia merupakan metode yang paling umum 
dan memang cukup efektif dalam memecah struktur lignoselulosa. Menurut 
penelitian  Koupaie et al. (2019) pretreatment menggunakan metode kimia dapat 
meningkatkan produksi biometana sebesar 30-85%. Akan tetapi, metode ini 
membutuhkan biaya yang besar serta menghasilkan limbah cair kimia yang 
berbahaya bagi lingkungan sehingga perlu adanya perlakuan khusus untuk 
menangani limbah cair kimia sebelum dibuang ke lingkungan. Untuk mengatasi hal 
ini, perlu adanya metode ekstraksi dan isolasi lignin yang menghasilkan limbah yang 
lebih sedikit dan ramah lingkungan. Alternatif yang dapat digunakan yaitu metode 
biologi, yang memanfaatkan makhluk hidup untuk memisahkan lignin dari susunan 
lignoselulosa. 
Terdapat berbagai macam mikroorganisme seperti bakteri, kapang, dan enzim 
yang dapat mendegradasi lignoselulosa sesuai fungsi spesifiknya. Penelitian terkait 
pretreatment menggunakan jamur kebanyakan fokus pada pengujian selektivitas 
jamur dalam mendegradasi lignin dan hemiselulosa. Berbeda dengan jamur yang 
kebanyakan menghancurkan lignin, pretreatment menggunakan bakteri biasanya 
fokus pada kemampuan konsorsium bakteri dalam mendegradasi selulosa dan 
hemiselulosa. Bakteri selulolitik merupakan bakteri yang bekerja secara spesifik 
mendegradasi selulosa dalam susunan lignoselulosa sehingga dapat terpisah 
antara lignin, selulosa, dan hemiselulosa. Pemanfaatan bakteri dinilai lebih efisien 
karena selain tidak menghasilkan limbah yang berbahaya bagi lingkungan, proses 
ini juga lebih sederhana dan tidak memerlukan input energi. Namun, waktu 
pretreatment yang lama dapat menjadi hambatan apabila diaplikasikan pada skala 
komersil. Oleh karena itu, perlu adanya penelitian lebih lanjut dalam 






1.2 Perumusan masalah 
1. Bagaimana potensi isolat bakteri selulolitik dan hemiselulolitik untuk dijadikan 
konsorsium bakteri dalam proses ekstraksi lignin metode biologi? 
2. Bagaimana pengaruh variasi jenis varietas agave dan konsentrasi inokulum 
terhadap kadar lignin yang dihasilkan menggunakan metode biologi? 
3. Bagaimana perbedaan kadar lignin yang diperoleh dari ekstraksi lignin metode 
kimia dan biologi? 
4. Bagaimana karakteristik lignin hasil ektraksi metode kimia dan biologi dari 
tanaman Agave sisalana, Agave cantala, dan Agave angustifolia dengan 
menggunakan FTIR? 
1.3 Tujuan 
1. Mendapatkan isolat bakteri selulolitik dan hemiselulolitik yang memiliki potensi 
untuk dijadikan konsorsium bakteri dalam proses ekstraksi lignin metode biologi.  
2. Mengetahui pengaruh variasi jenis varietas agave dan konsentrasi inokulum 
terhadap kadar lignin yang dihasilkan dari ekstraksi metode biologi. 
3. Membandingkan kadar lignin yang diperoleh dari ekstraksi lignin metode kimia dan 
biologi.  
4. Menganalisis karakteristik lignin yang diperoleh dari tanaman Agave sisalana, 
Agave cantala, dan Agave angustifolia dengan metode ekstraksi kimia dan biologi 
menggunakan FTIR. 
1.4 Manfaat 
1. Bagi ilmu pengetahuan dan teknologi, dapat dijadikan sebagai sumber informasi 
bahwa isolat bakteri selulolitik dan hemiselulolitik dapat membantu proses 
ekstraksi lignin secara biologi. 
2. Bagi masyarakat dapat memberikan informasi dan pemahaman untuk dapat 
mengekstraksi lignin dari tanaman serat. 
1.5 Batasan penelitian 
1. Substrat lignoselulosa yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari tanaman 
Agave sisalana, Agave cantala, dan Agave angustifolia. 
2. Sampel tanaman Agave sisalana, Agave cantala, dan Agave angustifolia 
merupakan komoditas yang ditumbuhkan di Balai Penelitian Tanaman Pemanis 
dan Serat, Karangploso, Malang. 
3. Sampel tanaman agave yang digunakan merupakan bagian daun tanaman agave. 






5. Metode kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode basa dan 
klason. 
6. Metode biologi yang digunakan dalam penelitian ini adalah pretreatment dengan 
konsorsium bakteri selulolitik dan hemiselulolitik. 
7. Bakteri selulolitik dan hemiselulolitik yang digunakan merupakan isolat bakteri 
milik Balai Penelitian Tanaman Pemanis dan Serat, Karangploso, Malang. 
8. Perbandingan antara metode ekstraksi lignin kimia dan biologi meliputi kadar lignin 





BAB II  
TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Agave 
Tanaman agave merupakan sumber biomassa lignoselulosa yang cocok 
karena karakteristiknya yang menguntungkan, diantaranya yaitu produktivitas yang 
tinggi, kandungan gula yang besar, dan kemampuan untuk tumbuh di area yang 
memiliki kandungan air terbatas. Agave dapat disandingkan dengan substrat etanol 
yang lain, seperti jagung dan tebu yang dimanfaatkan dalam produksi bioetanol 
untuk menjaga siklus energi dan neraca gas rumah kaca.  Agave banyak digunakan 
pada industri minuman beralkohol, seperti tequila, yang berasal dari fruktosa hasil 
ekstraksi core (batang dan basal) daun agave. Selama proses produksi minuman 
beralkohol, hanya bagian core yang digunakan dan sisa dari tanaman agave yang 
menyusun 50% berat dari tanaman kebanyakan dibuang (Láinez et al. 2019). Agave 
sisalana atau yang lebih dikenal dengan sisal, termasuk dalam famili Agavaceae 
dan merupakan tanaman monokotil yang membutuhkan tanah kering dan paparan 
sinar matahari yang cukup. Brazil dikenal sebagai negara menghasil A. sisalana di 
dunia dalam menyuplai serat sisal. Pemanfaatan produk yang dapat dimanfaatkan 
dari limbah agroindustri saat ini terus berkembang. Hanya 5% dari hasil dekortikasi 
daun sisal yang menghasilkan serat keras dan memiliki banyak manfaat. Sisanya, 
95% yang terdiri dari limbah padat dan limbah cair dibuang oleh perkebunan sisal. 
Limbah sisal mengandung jaringan tanaman (lignin dan selulosa), metabolit primer 
dan sekunder, air, dan kandungan lain (Santos et al., 2019). Menurut Jagadeesh et 
al. (2017), A. sisalana mengandung 50-64% selulosa, 10-14% lignin, 10% pektin, 










       (Sumber: Debnath et al., 2010) 
Agave cantala mudah dikultivasi pada kondisi tanah yang tidak terlalu basah 
dan berbatu. Ketinggian batangnya mencapai 2 meter dan panjang daun sekitar 1 





meter. A. cantala memiliki serat daun yang kokoh dan biasa digunakan sebagai tali 
pengikat. Tidak hanya dimanfaatkan sebagai material tradisional, fungsi dari 
komposit serat tanaman ini juga dapat dikembangkan. Komponen utama penyusun 
serat A. cantala adalah lignoselulosa yang mengandung selulosa, hemiselulosa,dan 
lignin (Palungan et al. 2017). Serat yang dihasilkan oleh Agave cantala tidak 
sebagus serat A. sisalana karena sifat kuat tarik seratnya lebih lemah (Gudapati et 
al., 2020). Serat biasanya diekstrak secara mekanis menggunakan dekortikator atau 
direndam di air laun dan dibersihkan secara manual. Serat A. cantala warnanya 
lebih muda dibanding agave lainnya, dan kekuatannya tergantung dengan proses 
penyeratan yang digunakan (Campilho 2015).  
Agave angustifolia termasuk dalam famili Agavaceae dan 1 dari 140 spesies 
dari genus Agave. Daun A. angustifolia memiliki lebar sekitar 1,5 inchi (sekitar 12,7 
cm) dan memiliki garis kuning muda di sepanjang pinggirannya yang berduri. 
Tanaman ini tumbuh merumpun dengan diameter sekitar 3-4 kaki (91,44 – 121,92 
cm) dan dapat bertahan dalam kondisi lingkungan dengan banyak paparan sinar 
matahari, teduh, dan panas yang dipantulkan. A. angustifolia juga dapat 
menampung air lebih banyak dibanding spesies Agave lainnya. A. angustifolia 
banyak digunakan dalam kebutuhan domestik, seperti dalam pembuatan tali, sabun, 
dan produk lainnya. Meskipun daunnya banyak digunakan, sejauh ini belum ada 
penelitian terkait ekstraksi maupun karakteristik dari serat selulosa  dari daunnya 
(Rosli et al., 2013). Menurut penelitian García-Méndez et al.  (2020), daun A. 
angustifolia mengandung 61,8% selulosa; 18,1% hemiselulosa; 11,24% lignin; 











                  (Sumber: Rosli et al., 2013) 





2.2 Lignoselulosa  
Biomassa lignoselulosa umumnya dicirikan dengan keberadaan dua polimer 
karbohidrat, yaitu selulosa dan hemiselulosa, serta polimer aromatik yaitu lignin dan 
komponen lain yang komposisinya sedikit seperti pektin, protein, dan abu. 
Lignoselulosa merupakan komponen utama yang menyusun dinding sel tanaman, 
sehingga digolongkan menjadi sumber organik yang keberadaannya paling 
melimpah di bumi. Secara umum, kandungan selulosa, hemiselulosa, dan lignin 
dalam struktur lignoselulosa berada pada kisaran 30-60%, 20-40%, dan 15-25% 
(Koupaie et al., 2019). Kandungan lignoselulosa pada berbagai jenis tumbuhan 
dapat dilihat pada Tabel 2.1. 
Tabel 2.1 Kandungan lignoselulosa pada tumbuhan 
Selulosa adalah polimer polisakarida dari unit disakarida, selobiosa, yang 
dihubungkan dengan ikatan b-1,4-glikosida. Selulosa merupakan komponen utama 
dari dinding sel dan kesediaannya sangat melimpah. Molekul selulosa dihubungkan 
dengan ikatan hidrogen dan mempunyai orientasi yang berbeda, sehingga 
menghasilkan tingkat kristalinitas yang berbeda (Zheng et al. 2014). Kristalinitas dari 









Bagas tebu 38,2 27,1 20,2 (Brown dan Brown, 2014) 
Jerami barley 31-34% 24-29% 14-15% 
(Monlau et al. 2013) 
(Chandra et al.,, 2012) 
Tongkol jagung 45 35 15 (Chandra et al., 2012) 
Brangkasan 
jagung 
37,5 22,4 17,6 
(Karthikeyan dan 
Visvanathan, 2013) 
(Li et al., 2014) 
Kulit kacang 25-30 25-30 30-40 
(Karthikeyan dan 
Visvanathan, 2013) 





31 15,6 29,2 (Monlau et al. 2013) 
Batang gandum 38,0 36,9 17,6 
(Monlau et al. 2013) 
(Nizami et al., 2009) 







semakin tinggi tingkat kristalinitasnya maka semakin sulit proses biodegradasinya. 
Ketidaklarutan selulosa disebabkan oleh ikatan hidrogen yang menyokong struktur 
kristalnya. Karakteristik selulosa ini menyulitkan proses biodegradasi. Struktur 







            (Sumber: Watkins et al., 2015) 
Hemiselulosa merupakan susunan acak dan bercabang dari berbagai jenis 
polimer polisakarida, diantaranya yaitu pentosa (xylosa dan arabinosa), heksosa 
(glukosa, galaktosa, dan mannan) dan asam gula. Kandungan hemiselulosa pada 
tanaman berada pada kisaran 15-35%. Susunan alami hemiselulosa yang 
bercabang menghasilkan ikatan yang kuat antara selulosa (ikatan hidrogen) dan 
lignin (ikatan kovalen) sehingga meningkatkan kekakuan dari struktur lignoselulosa 
(Moglia 2008). Kelarutan hemiselulosa di dalam air berada pada temperatur 150-
180oC (Hendriks dan Zeeman, 2009). Sifatnya yang bercabang dan berbentuk 
amorf membuat hemiselulosa sangat rentan terhadap  hidrolisis secara biologi, 
termal, dan kimia pada monomernya. Kandungan air, derajat keasaman (pH), dan 
suhu merupakan parameter penting pada proses hidrolisis termo-kimia dari 







(Sumber: J. Deng et al., 2016) 
Lignin termasuk dalam material organik yang keberadaannya paling berlimpah 
setelah selulosa. Susunannya kompleks dan mengandung banyak komponen 
phenylpropane yang terhubung dengan struktur tiga dimensi. Monomer utama dari 
lignin adalah p-hydroxyphenyl alcohol, conferyl alcohol, dan sinapyl alcohol. Lignin 
menggabungkan selulosa dan hemiselulosa membentuk susunan tiga dimensi yang 
kokoh yang menyusun dinding sel tanaman. Selain itu, lignin tidak larut dalam air 
Gambar 2.3 Struktur selulosa 





dan digolongkan sebagai material yang inert secara optik dan hanya dapat larut 
pada suhu tinggi (di atas 180oC). Sifat seperti ini menjadikan lignin sebagai 
komponen paling resisten dari lignoselulosa untuk proses degradasi secara kimia 
dan biologi (Koupaie et al., 2019). Lignin merupakan penghambat utama dalam 
pemanfaatan biomassa lignoselulosa pada proses biokonversi (Zheng et al. 2014). 












  (Sumber: Watkins et al., 2015) 
2.3 Pretreatment lignoselulosa 
Proses pretreatment bertujuan untuk menguraikan susunan kompleks dari 
lignoselulosa sehingga masing-masing komponen selulosa, hemiselulosa, dan lignin 
dapat digunakan untuk proses selanjutnya. Pretreatment dapat mengurangi 
kristalinitas selulosa dan meningkatkan area permukaan untuk reaksi enzimatis 
(Koupaie et al., 2019)Terdapat beberapa macam proses pretreatment, yaitu 
pretreatment secara mekanis, termal, kimia, dan biologi. Pemilihan metode 
pretreatment yang optimum didasarkan pada beberapa faktor, seperti sifat dari 
bahan yang digunakan, biaya operasi selama perlakuan, dan kemudahan 







































Mekanis DB DB - - - - 
Steam 
explosion 
DB - DB DK DB DB 
Liquid hot 
water 
DB BD DB DK DK DK 
Asam DB - DB DK DB DB 






DB DB DK - - - 
Biologi DB BD DB DB DB - 
(Sumber: Zheng et al., 2014) 
Keterangan:  
DB= berdampak besar; DK=berdampak kecil; BD= belum ditentukan; -/strip= tidak 
berdampak  
2.3.1 Pretreatment secara fisika 
Perlakuan ini tidak menggunakan bahan kimia atau mikroorganisme sealam 
prosesnya. Terdapat beberapa jenis perlakuan, seperti penumbukan (proses milling 
dan grinding), steam explosion (autohidrolisis), dan pemanasan menggunakan air 
(hidrotermolisis). Penumbukan bertujuan untuk memperkecil ukuran partikel dan 
biasanya digunakan pada proses pretreatment untuk memproduksi biofuel. 
Pengecilan ukuran dari partikel biomassa dapat mengubah struktur lignoselulosa, 
meningkatkan area kontak permukaan, dan mengurangi derajat kristalinitas dari 
selulosa. Steam explosion atau biasa disebut dengan proses autohydrolysis 
merupakan perlakuan dimana biomassa dipanaskan dengan uap jenuh bertekanan 
tinggi dalam waktu singkat (sekitar 160-260oC, 0,69-4,83 MPa selama beberapa 
detik hingga menit)  dan tekanannya dikurangi dengan cepat untuk mengakhiri 
proses reaksi, yang mengakibatkan biomassa mengalami kerusakan dekompresi. 
Pada hidrotermolisis (liquid hot water), tekanan digunakan untuk menjaga air berada 





pemasakan pada suhu tinggi dan tekanan tinggi di air. Selama proses ini, air akan 
masuk ke dalam struktur biomassa dan menghidrasi selulosa, melarutkan 
hemiselulosa, dan sedikit menghilangkan lignin (Zheng et al. 2014).  
2.3.2 Pretreatment secara kimia 
Pretreatment secara kimia merupakan proses pretreatment yang melibatkan 
penggunaan larutan kimia, seperti asam, basa, dan larutan organik untuk mengubah 
karakteristik fisika dan kimia dari lignoselulosa. Pada penelitian ini, pretreatment 
secara kimia menggunakan metode basa, klason, dan organosolven. 
1. Metode basa 
Metode basa biasanya menggunakan larutan basa seperti NaOH, Ca(OH)2, 
KOH, dan NH3. Pretreatment menggunakan larutan NaOH sudah banyak 
digunakan dalam industri pulp dan kertas. Fungsi dari pretreatment metode 
basa adalah untuk pembentukan reaksi saponifikasi dan pemutusan 
sambungan lignin-karbohidrat. Dengan pemutusan ikatan, pretreatment secara 
basa akan meningkatkan porositas dan area permukaan internal, 
pembengkakan struktural, penurunan derajat polimerisasi dan kristalinitas, 
perusakan struktur lignin, dan pemecahan ikatan antara lignin dan polimer 
lainnya (Zheng et al. 2014). Pada penelitian Yang dan Pan 2012) tentang 
pretreatment Agave americana, penggunaan NaOH 8% menunjukan hasil 
hidrolisis selulosa tertinggi karena rendahnya kadar lignin dan hemiselulosa 
serta tingginya afinitas terhadap selulase batang yang diberi perlakuan NaOH. 
Bagas Agave salmiana mengandung 20,67% selulosa, 3,74% hemiselulosa, 
dan 23,37% lignin. Setelah dilakukan menggunakan NaOH 3,4%, diperoleh 
hasil padatan mengandung 84,22% selulosa, 15,34% lignin, dan 0,44% abu. 
Ikatan ester dari senyawa lignin-karbohidrat hancur akibat hidrolisis secara 
basa dan ikatan intermolekul serta gugus fungsi dari lignin, selulosa, dan 
hemiselulosa rusak. Kristal selulosa berubah, namun kristalinitas selulosa 
meningkat selama proses perlakuan dengan basa (He et al. 2008).   
2. Metode organosolv 
Pretreatment secara organosolv termasuk dalam salah satu metode 
ekstraksi lignin dari lignoselulosa menggunakan pelarut organik. Proses ini 
hampir sama dengan proses organosolv pulping, namun derajat delignifikasinya 
tidak setinggi proses pulping. Metode organosolv memiliki keuntungan 
diantaranya yaitu pelarut organik dapat dengan mudah digunakan kembali 
melalui proses distilasi, selain itu proses ini dapat mengisolasi lignin dalam 





untuk proses kimia. Proses organosolv memungkinkan untuk pemanfaatan 
komponen seluruh komponen lignoselulosa. Namun, terdapat beberapa 
kekurangan dari proses organosolv, diantaranya yaitu padatan yang dihasilkan 
harus dicuci dengan pelarut organik sebelum dicuci dengan air untuk mencegah 
penggumpalan lignin yang terlarut, dimana proses ini membutuhkan proses 
pencucian yang panjang. Selain itu, pelarut organik tergolong mahal sehingga 
harus digunakan kembali untuk pemanfaatan yang lain. Proses pemulihan 
pelarut organik membutuhkan konsumsi energi dan harus dilakukan pada 
kondisi khusus dan efisien untuk mengontrol volatilitas dari pelarut organik. 
Pretreatment organosolv dapat dilakukan menggunakan berbagai jenis pelarut 
organik maupun larutan organik dengan dan tanpa penambahan katalis pada 
rentang temperatur 100-250oC (Muurinen 2000). Diantara berbagai pelarut 
yang diuji, etanol dan metanol termasuk pelarut yang memiliki titik didih rendah 
dapat digunakan seperti halnya alkohol yang memiliki titik didih tinggi (etilen 
glikol, gliserol, tetrahidrofurfuril alkohol) dan pelarut organik lain (eter, 
dimetilsulfooksida, keton, dan fenol) (Zhao, Cheng, and Liu 2009).  
Pada kebanyakan proses organosolv, apabila proses pretreatment 
dilakukan pada suhu tinggi (185-210oC) maka tidak perlu ditambahkan asam 
karena asam organik yang dihasilkan dari biomassa dapat bertindak sebagai 
katalis untuk memutus komponen lignin-karbohisrat. Ketika ditambahkan katalis 
asam, laju delignifikasi meningkat dan kadar xilosa yang diperoleh lebih tinggi. 
Katalis yang dapat digunakan diantaranya yaitu asam sulfat, asam format, dan 
asam organik lainnya (Y. Sun dan Cheng, 2002). Pretreatment menggunakan 
etanol lebih aman dibanding metanol karena etanol tidak beracun. Setelah 
proses delignifikasi, padatan yang diperoleh dicuci dengan larutan etanol 
kemudian dicuci dengan air. Cairan lindi hitam dicampurkan dengan air untuk 
menggumpalkan lignin. Hasil yang diperoleh dari proses ini adalah serat 
selulosa, lignin padat yang diperoleh dari distilasi cairan lindi hitam, dan larutan 
cair dari gula hemiselulosa yang mengandung xilosa (Zhao et al. 2009). 
3. Metode klasson 
Metode klasson merupakan metode isolasi lignin yang meliputi 
penghilangan karbohidrat dengan air, pelarutan protein dengan asam, dan 
hidrolisis selulosa dengan 72% H2SO4 (Rowland dan Roberts, 1994). Klasson 
lignin merupakan banyaknya residu tidak larut yang tersisa setelah 
penghilangan abu dari lignoselulosa menggunaan asam kuat, yang merupakan 
metode untuk penentuan kadar lignin pada tanaman (Chen, 2012). Metode 





dan hemiselulosa yang berasal dari lignoselulosa dan menyisakan lignin 
sebagai residu tak terlarut yang dapat dihitung secara gravimetri. Hidrolisis dua 
tingkat menggunakan asam sulfat (atau disebut dengan metode klason) 
merupakan metode paling umum dalam perhitungan lignin, dimana sampel 
biomassa dilarutkan dalam asam sulfat kuat (72%) pada suhu ruang (20-30oC) 
selama 1 jam untuk melarutkan selulosa dan hemiselulosa. Kemudian 
campuran dilarutkan dengan air hingga konsentrasi asam sulfat mencapai 3-4% 
dan dilakukan pemanasan pada suhu tinggi (100-121oC) untuk menghidrolisis 
karbohidrat menjadi monomer gula. Residu tak larut kemudian dihitung secara 
gravimetri, yang kemudian dikenal dengan acid-insoluble lignin (AIL) atau 
klason lignin (Li, Pan, and Alexander 2016). Penelitian Tanase-Opedal et al. 
(2019) yang mengisolasi lignin dari lignoselulosa softwood dengan perlakuan 
soda pulping menggunakan NaOH 30%, diperoleh yield lignin sebesar 25% dari 
hasil metode klasson. Komposisi kimia menunjukan bahwa lignin tersebut 
mengandung 82% AIL, 6% acid-soluble lignin, 1,6% karbohidrat dan abu.  
2.1.3 Pretreatment secara biologi 
Pretreatment secara biologi dapat menggunakan jamur, konsorsium mikroba, 
dan enzim. Dibanding pretreatment secara fisika dan kimia, pretreatment secara 
biologi hanya memerlukan energi yang sedikit, tidak memerlukan bahan kimia, dan 
dilakukan pada kondisi lingkungan tertentu sehingga inhibitor yang dapat 
menghambat proses ini tidak terbentuk.  
1. Pretreatment dengan jamur 
Penelitian terkait pretreatment menggunakan jamur kebanyakan fokus 
pada pengujian selektivitas jamur dalam menguraikan lignin dan hemiselulosa, 
serta sedikit selulosa. Dibandingkan komponen lain, selulosa lebih sulit diuraikan 
oleh jamur. Degradasi lignin dan hemiselulosa menghasilkan peningkatan 
kecernaan selulosa. Beberapa jenis jamur seperti jamur coklat, putih, dan jamur 
pelapuk lunak sudah digunakan dalam pretreatment lignoselulosa untuk produksi 
biogas, dan jamur pelapuk putih terbukti paling efektif karena sistem 
ligninolitiknya yang unik. Secara tradisional, jamur pelapuk putih digunakan 
sebagai biopulping, peningkatan makanan ternak, dan bioremediasi tanah dan 
limbah cair dengan oksidasi lignin (Wan dan Li, 2012). Pemanfaatan 
pretreatment lignoselulosa menggunakan jamur banyak digunakan dalam 
produksi biofuel, hal ini karena delignifikasi oleh jamur pelapuk putih dilakukan 
secara selektif sehingga kadar selulosa yang hilang atau ikut larut hanya sedikit. 





penghalang lignin, menghilangkan selulosa dan hemiselulosa dengan sedikit 
modifikasi pada lignin (Schilling et al. 2012). Ini menyebabkan lignin tersisa 
sebagai komponen utama dinding sel yang sudah terdegradasi. Lignin yang 
tersisa merupakan lignin yang tidak memiliki gugus metil pada gugus fungsi 
arylmethoxy dan mengandung banyak cincin hidroksil. 
Enzim ligninolitik yang dihasilkan oleh jamur pelapuk putih diantaranya 
yaitu lignin peroksidase, mangan peroksidase, dan lakase. Enzim-enzim ini 
berperan dalam oksidasi lignin dan berbagai senyawa analog lignin. Lignin 
peroksidase (LiP) merupakan hemeprotein yang terlibat dalam oksidasi 
pembelahan gugus aromatik non-fenolik pada lignin dan komponen serupa. 
Mangan peroksidase merupakan enzim yang disekresikan untuk membantu 
degradasi lignin, mengkatalisis rekasi kimia yaitu oksidasi berbagai jenis 
komponen fenolik terkhusus Mangan peroksidase (MnP) merupakan enzim yang 
disekresikan untuk membantu degradasi lignin, mengkatalisis rekasi kimia yaitu 
oksidasi berbagai jenis komponen fenolik terkhusus syringyl (3,5-dimetoksi-4-
hidroksifenil) dan rantai samping vinyl disubstitusi oleh Mn2+. Lakase termasuk 
dalam enzim pengoksidasi yang mengandung tembaga dan bekerja spesifik 
pada fenol dan senyawa serupa, menghasilkan oksidasi satu elektron. Enzim 
ligninolitik bekerja tidak spesifik pada substrat lignin yang berbeda dan memiliki 
reaksi yang sama. Contohnya pada LiP dan MnP yang dapat mengoksidasi lignin 
non-fenolik dengan oksidasi satu elektron pada gugus aromatik (Wan dan Li, 
2012) 
2. Pretreatment dengan konsorsium mikroba 
Perlakuan dengan konsorsium mikroba dilakukan denga screening mikroba 
yang berasal dari lingkungan yang mengandung pelapukan substrat 
lignoselulosa. Dalam susunan lignoselulosa, lignin merupakan senyawa yang 
paling kompleks dan berkontribusi dalam memberikan sifat kuat pada dinding sel 
tumbuhan, sedangkan selulosa dan hemiselulosa berperan penting dalam 
susunan dinding sel. Ikatan hidrogen intra dan intermolekul membentuk struktur 
yang rumit dengan derajat polimerisasi yang tinggi, sehingga degradasi 
lignoselulosa membutuhkan adanya enzim selulolitik dan hemiselulolitik (Zabidi 
et al. 2020). Berbeda dengan pretreatment menggunakan jamur yang 
kebanyakan menyerang lignin, konsorsium mikroba biasanya memiliki 
kemampuan yang besar dalam mendegradasi selulosa dan hemiselulosa. Pada 
penelitian (Zhang et al. 2011), mikroba termofilik diisolasi dari batang yang sudah 
membusuk dan tempat pembuangan akhir. Konsorsium dicampur dengan 





jam, pretreatment  ini menghasilkan kadar metana yang lebih tinggi 96% 
dibanding sampel tanpa pretreatment. Mikroba hasil isolasi diubah ke dalam 
bentuk bubuk freeze-dry  yang mengandung bakteri selulolitik (Bacillus 
licheniformis sp., Pseudomonas sp., Bacillus subtilis sp., dan Pleurotus florida 
sp.) Bakteri selulolitik dari  Bacillus licheniformis sp., Pseudomonas sp., Bacillus 
subtilis sp., dan Pleurotus florida sp. Berfungsi untuk mendegradasi komponen 
lignoselulosa, dimana B. licheniformis sp., Pseudomonas sp., dan Bacillus 
subtilis sp. Dapat mendegradasi selulosa dan hemiselulosa, sedangkan P. florida 
sp. dapat mendegradasi lignin.   
Penelitian yang dilakukan oleh Guo et al. (2008), XDC-2 yang merupakan 
konsorsium mikroba yang terdiri dari Clostridium thermosuccionogenes, b-
proteobacterium, Brevibacillus sp. Riau, Brevibacillus sp. KL-13-4-10, dan 
Pseudoxanthomounas taiwanesis terbukti efisien dalam mendegradasi 
lignoselulosa dan menghasilkan xylanase ekstrasel secara efektif. XDC-2 terbukti 
mampu mendegradasi jerami padi dan batang jagung, dan memproduksi asam 
organik. Pada jerami padi, hemiselulosa mampu terurai sebesar 84,4% dari 
beratnya, selulosa sebesar 9,7%, dan lignin sebesr 30,2%. Sedangkan rasio 
degradasi untuk batang jagung selama 6 hari menunjukan bahwa hemiselulosa 
terurai sebesar 37,2%, selulosa sebesar 10,4%, dan lignin sebesar 9,6%. 
Hemiselulosa merupakan komponen utama yang kehilangan massanya paling 
besar selama proses degradasi.  Pada penelitian yang dilakukan oleh Guo et al.  
(2011), konsorsium mikroba MC1 yang terdiri dari konsorsium bakteri selulosa 
termofilik mengandung Clostridium straminisolven, Clostridium Sp. strain FG4b, 
Pseudoxanthomonas sp. Strain M1-3, 3, Brevibacillus sp. strain M1–5 dan 
Bordetella sp. strain M1–6 menunjukan bahwa konsorsium mikroba MC1 mampu 
mendegradasi batang jagung yang diberi perlakuan awal dengan NaOH, terdapat 
kehilangan massa hemiselulosa sebesar 17,6%.  
2.4 Bakteri selulolitik 
Selulosa merupakan polimer sederhana namun tidak dapat larut karena 
berbentuk kristal mikrofibril, sehingga sulit untuk didegradasi secara hidrolisis 
enzimatis. Kemampuan memecah selulosa terbatas pada mikroorganisme. 
Mikroorganisme selulolitik merupakan organisme yang tersebar pada berbagai 
genus pada domain bakteri dan jamur Eucarya. Sejauh ini penelitian tentang 
mikroorganisme selulolitik di tanah didasarkan pada kultivasinya dan kebanyakan 
penelitian menggunakan prinsip pengenceran dan deteksi aktivitas selulolitik secara 





cellulose (CMC), derivat selulosa, selulosa dalam bentuk koloid dan amorf, 
mikrokristal selulosa tidak larut seperti Avicel (Wirth dan Ulrich, 2002). 
Seiring waktu, fungsi dari bakteri selulolitik semakin berkembang. Degradasi 
selulosa menggunakan mikroba merupakan proses biosintesis dari berbagai jenis 
enzim. Enzim hidrolisis selulosa dapat dikategorikan menjadi 3 jenis: 
endoglukonase (endo 1,4-b-d-glukan-4-glukanohidrolase) yang menyerang rantai 
selulosa secara acak dan memecah ikatan b-1,4 glukosidik, eksoglukanase (ekso 
1,4-b-d-glukan-4-selobiohidrolase) yang mengeluarkan selobiosa atau glukosa dari 
ujung rantai selulosa non-reduksi, dan enzim selobiase (b-glukosidase) yang 
menghidrolisis selobiosa dan komponen selodekstrin terlarut menjadi glukosa. 
Enzim-enzim selulase ini bisa dalam bentuk bebas atau terasosiasi dengan sel. Laju 
maksimum degradasi selulosa dipicu oleh campuran tiga atau lebih enzim selulase 
dengan kekhususan yang berbeda yang bekerja seccara sinergis, tidak hanya dari 
salah satu enzim saja. Sinergisme selulase dibuktikan dari kombinasi 
eksoglukanase dan endoglukanase dari organisme yang berbeda dan enzim dari 
bakteri yang berbeda (Haichar et al. 2007).  
Pada tanah, enzim dari organisme yang berbeda bekerja bersama dalam 
hidrolisis selulosa. Kemampuan degradasi selulosa secara aerobik tersebar dalam 
berbagai spesies bakteri di dalam tanah, baik yang berupa filamen seperti 
Streptomyces dan Micromonospora, maupun non-filamen seperti Cellulomonas, 
Bacillus, Pseudomonas, dan Cytophaga (Wirth dan Ulrich, 2002). Meskipun 
sebagian besar selulosa terdegradasi dalam lingkungan aerob, sekitar 5-10% 
terdegradasi dalam kondisi anaerobik oleh bakteri Acetivibrio, Clostridium, dan 
Ruminococcus. Bakteri anaerob menggunakan sistem selulase yang kompleks yaitu 
selulosome, yang aktivitas enzimnya dapat bekerja secara bersamaan meskipun 
dari jenis selulase yang berbeda sehingga proses hidrolisis selulosa dapat 
berlangsung efisien (Haichar et al. 2007).  
Murtiyaningsih dan Hazmi, (2017) melakukan isolasi bakteri selulolitik dari 
tanah sampah atau tanah di area tempat pembuangan akhir (TPA). Pembusukan 
daun di area TPA memungkinkan kandungan selulosa yang tinggi pada tanah, 
sehingga kemungkinan terdapat bakteri pendegradasi selulosa. Dari penelitian 
tersebut, diperoleh 4 isolat bakteri yang memiliki aktivitas enzim selulase. Alam et 
al. (2013) berhasil mengisolasi bakteri selulolitik termofilik dari kompos pertanian 
yang tumbuh optimum dalam media CMC pada suhu 50oC. Penelitian Meryandini et 
al. (2010)yang melakukan isolasi bakteri selulolitik dari tanah, mendapatkan 4 isolat 





2.5 Bakteri Hemiselulolitik/Xylanolitik 
Xylan atau lebih dikenal dengan hemiselulosa merupakan senyawa kimia 
kompleks yang menyusun lignoselulosa dan memiliki sifat yang heterogen, oleh 
karena itu untuk menguraikannya secara sempurna butuh berbagai jenis enzim 
hidrolitik dengan spesifikasi yang berbeda. Enzim pengurai xylan disebut xylanase 
dan dapat diproduksi oleh jamur maupun bakteri. Beberapa strain bakteri yang 
sudah diteliti aktivitas xylanase diantaranya yaitu Bacillus sp., Streptomyces sp., 
Pseudomonas sp., dan Clostridium absonum yang mampu bekerja efektif pada 
rentang pH 5-9 dan suhu optimum antara 35OC sampai 60OC. Xylanase merupakan 
jenis enzim yang dapat menghidrolisis secara sempurna polisakaridaβ-1,4-xylan 
menjadi senyawa yang lebih sederhana yang kebanyakan disusun oleh xylosa 
(Burlacu, Cornea, and Israel-Roming 2016).   
Berbagai jenis xylanase dengan kemampuan termostabilitas, adaptasi suhu , 
dan adaptasi pada kondisi basa telah diisolasi dan dimurnikan dari berbagai jenis 
mikroorganisme, termasuk bakteri extremophilic. Diantara bakteri lainnya, Bacillus 
terbukti sebagai penghasil xylanase potensial, termasuk diantaranya B. subtilis, B. 
pumilus, dan B. halodurans (Gupta et al. 2015). Bakteri memiliki kelebihan 
dibanding jamur dalam menghasilkan xylanase karena pH optimum dari xylanase 
bakteri berada pada rentang netral hingga basa. Kebutuhan pH yang rendah untuk 
pertumbuhan dan produksi xylanase dari jamur membutuhkan adanya langkah 
tambahan dalam proses produksi enzim sehingga xylanase dari jamur menjadi 
kurang menarik (Chakdar et al. 2016). Salah satu metode isolasi bakteri xylanolitik 
yaitu dengan mengambil tanah dari berbagai sumber kemudian diisolasi pada media 
cair spesifik, yang mana komposisinya terdiri dari 0,1 yeast extraxt; 0,5 g polipepton; 
0,1 g K2HPO4; 0,02 g MgSO4.7H2O dan 0,1 g oat spelt xylan untuk 1 L (Richana et 
al. 2016).  
2.6 Penelitian Terdahulu 
Rangkuman berbagai penelitian terkait pretreatment lignoselulosa menggunakan 
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BAB III  
METODE PENELITIAN 
3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan 
Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Agustus 2020 - Juni 2021 bertempat di 
Laboratorium Bioproses dan Laboratorium Kimia Tanaman, Balai Penelitian Tanaman 
Pemanis dan Serat, Karangploso, Malang. 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat  
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah: 
1. Timbangan analitik Mettler Toledo untuk menimbang bahan.  
2. Oven Memmert untuk mengeringkan biomassa dan lignin. 
3. Shaker inkubator IKA tipe KS 4000 untuk proses inkubasi media cair. 
4. Inkubator Memmert tipe INE 500 untuk proses inkubasi media padat. 
5. Mikroskop Olympus tipe BX53-32F01 untuk menganalisis bentuk bakteri.  
6. Hot water bath Gallenkamp tipe thermostirrer85 untuk pemanasan metode basa 
dan klasson. 
7. Pompa vakum  merk Value tipe VE115N untuk menyaring lignin. 
8. Autoclave ALP tipe KT-30L untuk sterilisasi alat dan bahan. 
9. Hot plate stirrer IKA tipe C-MAG-HS10 untuk proses. homogenisasi. 
10.  Microwave Sharp untuk pemasakan media padat. 
11.  Laminar air flow Nuaire tipe NU-425-400 untuk menyediakan kondisi steril saat 
bekerja dengan bakteri. 
12.  Kulkas LG untuk menyimpan kultur bakteri 
13.  Lemari asam WINA tipe 1052 sebagai tempat saat menggunakan larutan 
berbahaya. 
14.  Alat refluks Pyrex untuk proses refluks pada metode biologi. 
15.  Erlen meyer Pyrex ukuran 100 ml, 250 ml, 500 ml, dan 1000 ml sebagai wadah 
larutan. 
16.  Gelas beker Pyrex ukuran 100 ml, 250 ml, 500 ml, dan 1000 ml sebagai wadah 
larutan. 
17.  Corong kaca untuk proses penyaringan dan mempermudah dalam menuang 
cairan. 
18.  Penyaring buchner funnel ukuran 100 ml untuk penyaringan vakum. 
19.  Filtering flask Pyrex 2000 ml untuk menampung filtrat pada proses penyaringan 
vakum. 





21. Cawan petri Normax sebagai wadah media padat pertumbuhan bakteri. 
22. Microtube Axypet sebagai wadah media pengenceran. 
23. Micropipet 1 ml dan 0,1 ml untuk mengambil konsorsium bakteri sesuai volume 
yang ditentukan. 
24. Tabung reaksi Pyrex sebagai wadah kultur bakteri dalam media agar miring. 
25. Spritus dan bunsen untuk aseptis. 
26. Jarum ose untuk mengambil dan menggores kultur. 
27. Saringan mesh Retsch tipe D-42759 ukuran 60 mesh untuk menyeragamkan 
ukuran serbuk biomassa. 
28. Jangka sorong untuk mengukur diameter koloni dan zona bening. 
29. Centrifugator Hanil tipe Fleta 5 untuk proses separasi biomassa dengan media 
cair. 
30. Rotary evaporator Buchi tipe R-300 untuk menguapkan pelarut pada metode 
biologi. 
31. Alat sokhlet Kottermann dan Duncan untuk menghilangkan zat ekstraktif 
biomassa pada metode klasson. 
32. Pendingin (chiller) Brookfield tipe TC-502 untuk membantu proses kondensasi 
pelarut pada alat sokhlet dan rotary evaporator. 
33. Gelas ukur Pyrex 25 ml dan 1000 ml sebagai alat takar volume larutan. 
34. Tube falcon Grainer ukuran 14 ml sebagai wadah dalam proses sentrifugasi. 
35.  Desikator untuk menguapkan kandungan air. 
36.  Pipet tetes untuk meneteskan larutan 
37.  Botol kaca sebagai wadah proses inkubasi metode biologi 
3.2.1 Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah: 
1. Serbuk daun Agave sisalana yang merupakan Komoditas Balai Penelitian 
Tanaman Pemanis dan Serat, Malang. 
2. Serbuk daun Agave cantala yang merupakan Komoditas Balai Penelitian 
Tanaman Pemanis dan Serat, Malang. 
3. Serbuk daun Agave angustifolia yang merupakan Komoditas Balai Penelitian 
Tanaman Pemanis dan Serat, Malang. 
4. Isolat bakteri selulolitik dan hemiselulolitik yang diisolasi dari tiga jenis tanah, 
yaitu (1) tanah sekitar area pelapukan kayu oleh rayap; (2) tanah sekitar area 
pembusukan bambu; (3) tanah sekitar area pembusukan tebu. 
5. Natrium hidroksida (NaOH) 15% merk ―Merck‖ sebagai pelarut untuk ekstraksi 





6. Asam sulfat (H2SO4) 40% dan 72% merk ―Smartlab‖ sebagai bahan untuk 
mengkondensasi lignin dari cairan lindi hitam. 
7. N-heksana merk ―Smartlab‖ sebagai pelarut pada proses sokhletasi. 
8. Carboxymethyl cellulose (CMC) merk ―Himedia‖ sebagai komponen media 
pertumbuhan bakteri selulolitik. 
9. Xylan merk “TCI‖ sebagai komponen media pertumbuhan bakteri 
hemiselulolitik. 
10. Potasium dihidrogen fosfat (KH2PO4) merk ―Himedia‖ sebagai komponen media 
pertumbuhan bakteri selulolitik dan hemiselulolitik. 
11. Magnesium sulfat (MgSO4 . 7H2O) merk ―Univar‖ sebagai komponen media 
pertumbuhan bakteri selulolitik  
12. Kalsium karbonat (CaCO3) merk ―Merk‖ sebagai komponen media pertumbuhan 
bakteri selulolitik 
13. Sodium nitrat (NaNO3) merk ―Univar‖ sebagai komponen media pertumbuhan 
bakteri hemiselulolitik dan media basal. 
14. Natrium klorida (NaCl) merk ―Merck‖ sebagai komponen media pertumbuhan 
bakteri hemiselulolitik dan media basal. 
15. Kalium klorida (KCl) merk ―Merck‖ sebagai komponen media pertumbuhan 
bakteri hemiselulolitik. 
16. Kalsium klorida dihidrat (CaCl.2H2O) merk ―Himedia‖ sebagai komponen media 
basal dan media pertumbuhan bakteri hemiselulolitik. 
17. Disodium hidrogrn fosfat dodekahidrat (NaHPO4.12H2O) merk ―Merck‖ sebagai 
komponen media pertumbuhan bakteri hemiselulolitik. 
18. Agar powder merk ―Merck‖ sebagai komponen media padat bakteri selulolitik 
dan hemiselulolitik 
19. Nutrient agar sebagai media pertumbuhan bakteri selulolitik dan hemiselulolitik. 
20. Yeast extract merk ―Himedia‖ sebagai komponen media pertumbuhan bakteri 
selulolitik dan hemiselulolitik. 
21. Lignin merk ―TCI‖ sebagai lignin komersial yang merupakan kontrol pada 
karakterisasi lignin dengan FTIR. 
22. Iodin sebagai pewarna pada uji potensi bakteri dan proses pewarnaan Gram. 
23. Kristal Violet sebagai pewarna pada proses pewarnaan Gram. 
24. Safranin sebagai pewarna pada proses pewarnaan Gram. 
25. Akuades sebagai pelarut. 
26. Kertas saring sebagai media penyaringan 





28. Asam klorida (HCl) merk ―Merk‖ sebagai katalis pada proses isolasi lignin 
dengan etanol. 
29. pH paper test sebagai indikator pH. 
3.3 Metode 
3.3.1 Metode pelaksanaan 
Penelitian ini dimulai dengan proses persiapan sampel dan isolat, dimana 
daun agave kering dihaluskan dengan grinder hingga berbentuk serbuk, lalu diayak 
dengan saringan 60 mesh hingga didapatkan serbuk halus. Kemudian dilanjutkan 
dengan peremajaan isolat bakteri. Setelah dilakukan peremajaan, seluruh isolat diuji 
potensi selulolitik dan hemiselulolitiknya serta dikarakterisasi secara makroskopis 
dan mikroskopis. Setiap isolat yang menunjukkan potensi selulolitik dan 
hemiselulolitik diuji untuk mengetahui sinergisme antar isolat. Selanjutnya yaitu 
proses ekstraksi lignin secara kimia menggunakan metode basa dan klason serta 
ekstraksi metode biologi menggunakan konsorsium bakteri selulolitik dan 
hemiselulolitik. Lignin yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan FTIR dan 
dibandingkan dengan lignin komersial. Detail alur penelitian dapat dilihat pada 
















    





3.3.2 Variabel dan parameter pengamatan 
Variabel dan parameter yang diamati pada penelitian ini dibedakan berdasarkan 
langkah percobaan yang dilakukan, yaitu: 
3.3.2.1  Uji potensi isolat selulolitik dan hemiselulolitik 
Parameter yang diamati pada uji potensi adalah indeks aktivitas enzim 
selulase dan hemiselulase. Indeks aktivitas selulase ditentukan dengan mengukur 
rasio diameter zona bening terhadap diameter koloni. Isolat dengan indeks 
aktitivitas enzim terbesar ditumbuhkan kembali pada media selulosa agar miring 
sebagai stok. Pengukuran indeks aktivitas enzim berdasarkan penelitian 
(Murtiyaningsih dan Hazmi, 2017): 
                       
                                    
               
 
3.3.2.2 Karakterisasi makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri 
Karakterisasi makroskopis dilakukan dengan mengamati morfologi koloni 
tunggal yang terbentuk, parameter yang diamati meliputi warna, bentuk, pinggiran 
(konfigurasi), elevasi, dan konsistensi koloni. Sedangkan parameter yang diamati 
pada karakterisasi mikroskopis yaitu bentuk dan warna sel isolat bakteri. 
3.3.2.3 Uji sinergisme isolat bakteri 
Pada uji sinergisme isolat bakteri, parameter yang diamati adalah zona 
hambat atau zona bening.  Isolat yang saling bersinergis ditunjukan dengan tidak 
terbentuknya zona hambat di area persinggungan dua isolat, sedangkan isolat 
yang saling antagonis ditunjukan dengan terbentuknya zona hambat (Wahyuni, 
Yunilas, and Ginting 2019). 
3.3.2.4 Ekstraksi metode biologi 
Pada ekstraksi lignin metode biologi, variabel yang terlibat adalah: 
1. Variabel bebas: 
 Konsentrasi inokulum konsorsium bakteri: 0,1%; 0,3%; 0,5% 
 dimana:  
 0,1% = 
                                  
                
 
 0,3% = 
                                  
                
 
 0,5% = 
                                  
              
 
 Varietas tanaman agave: A. sisalana; A. cantala; A. angustifolia 
2. Variabel terikat: 
 Kemampuan konsumsi biomassa oleh bakteri (%) 





3. Variabel kontrol: 
 Waktu inkubasi: 14 hari 
 Kondisi inkubasi: agitasi terus menerus, suhu 30OC 
 
3.3.2.5 Ekstraksi metode kimia 
Pada ekstraksi metode kimia, variabel yang terlibat adalah: 
1. Variabel bebas: 
 Varietas agave: A. sisalana; A. cantala; A. angustifolia 
 Jenis metode: metode basa dan metode klasson 
2. Variabel terikat: 
 Kadar lignin (%) 
3. Variabel kontrol 
 Temperatur: 80oC 
 Durasi/lama proses: 2 jam 
3.3.2.6  Perbandingan lignin hasil ekstraksi metode kimia dan biologi 
Lignin yang diperoleh dari proses ekstraksi secara biologi dan kimia 
dianalisis dengan FTIR untuk mengetahui gugus fungsi yang terdapat pada lignin 
dan dibandingkan dengan lignin komersial. Selain itu, kadar lignin tertinggi yang 
diperoleh dari metode biologi dibandingkan dengan kadar lignin yang diperoleh 
dari metode kimia.  
3.4 Pelaksanaan 
3.4.1 Peremajaan isolat 
Peremajaan isolat bakteri selulolitik dilakukan berdasarkan penelitian  
Murtiyaningsih dan Hazmi (2017) yang bertujuan untuk membuat isolat tetap 
bekerja dengan cara menumbuhkannya di media selektif. Proses dilakukan 
dengan mengambil 1 ose isolat dari microtube kemudian diinokulasikan pada 
media selulosa agar miring. Inokulasi dilakukan dengan penggoresan isolat 
metode streak cockborer, yaitu penggoresan secara rapat tanpa senggang. Isolat 
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC. Diagram alir proses 







































3.4.2 Uji potensi selulolitik dan hemiselulolitik  
Isolat bakteri diuji potensi selulolitik dan aktivitas enzim selulasenya secara 
semikuantitatif sesuai penelitian (Budi et al. 2016). Stok isolat dari agar miring 
diinokulasikan secara titik pada cawan petri yang mengandung media selulosa 
agar, kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 48 jam. Selanjutnya larutan 
iodin dituangkan sampai seluruh permukaan cawan petri yang sudah ditumbuhi 
isolat tergenang, lalu didiamkan selama 3 menit. Isolat bakteri yang mampu 
menguraikan CMC ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni. Uji 





potensi dilakukan secara duplo. Diagram alir proses uji potensi selulolitik dan 




























3.4.3 Karakterisasi makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri 
Karakterisasi morfologi koloni dilakukan secara makroskopis dan 
mikroskopis. Karakterisasi makroskopis dengan mengamati morfologi koloni 
tunggal yang terbentuk pada media agar selektif setelah inkubasi selama 48 jam. 
Karakterisasi mikroskopis dilakukan dengan pengecatan Gram sesuai penelitian 
(Rashati dan Fauziah, 2017), dimana 1 ose isolat bakteri dilarutkan ke 5 ml 
akuades steril dan divorteks. Kemudian diambil 0,1 ml dari larutan tersebut dan 
diteteskan pada preparat lalu difiksasi. Selanjutnya diwarnai dengan kristal violet 
sebanyak 1-2 tetes dan didiamkan selama 1 menit, kemudian dicuci dengan air 
mengalir dan dikeringanginkan. Selanjutnya diwarnai dengan iodin sebanyak 1 
tetes dan didiamkan selama 1 menit, lalu dicuci dengan air mengalir. Selanjutnya 
dicuci kembali dengan alkohol 96% dan didiamkan selama 30 detik lalu dicuci 
dengan air mengalir. Langkah terakhir yaitu diwarnai dengan safranin dan 
didiamkan selama 2 menit, lalu dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan, 
kemudian diamati dengan mikroskop pada perbesaran 100x. Diagram alir proses 















3.4.4 Uji sinergisme isolat 
Uji sinergisme isolat dilakukan dengan mengacu pada penelitian (Wahyuni et 
al. 2019), dimana medium yang digunakan adalah media nutrien agar dan metode 
yang digunakan adalah metode scratch. Setiap isolat digoreskan satu sama lain 
sehingga saling bersinggungan. Isolat kemudian diinkubasi selama 24 jam. 
















3.4.5 Pengayaan bakteri selulolitik dan hemiselulolitik 
Pengayaan bakteri selulolitik dan hemiselulolitik mengacu dari penelitian 
(Rahayu dan Murianingrum, 2020), dimana 5 % (w/v) sampel biomassa 
ditambahkan 1 liter media basal yang berisi NaNO3 2,5 g; KH2PO4 2 g; MgSO4 0,2 
g; NaCl 0,2 g; CaCl2.6H2O 0,1 g dan diinokulasikan 0,1 ml kultur bakteri selulolitik 
dan hemiselulolitik secara terpisah. Kultur tersebut diinkubasi selama 30OC 
selama 14 hari dengan agitasi terus-menerus dalam incubator shaker. Pengayaan 
dilakukan dua kali dengan mengambil 0,1 ml kultur bakteri dari pengayaan 
pertama dan diinokulasikan pada 500 ml media basal dan 10 % (w/v) serbuk 
biomassa untuk periode pengayaan 14 hari kedua. Diagram alir pengayaan bakteri 



































3.4.6 Ekstraksi lignin metode biologi menggunakan konsorsium  bakteri 
Metode ini merupakan metode modifikasi dari penelitian (Rahayu dan 
Murianingrum, 2020; Tian et al., 2018) dan (Zijlstra et al. 2020). Proses ekstraksi 
secara biologi berlangsung secara triplo. Sampel serbuk biomassa sebanyak 25 
gram dicampurkan dengan 250 ml media basal, kemudian diinokulasikan dengan 
konsorsium bakteri masing-masing sebanyak 0,1%; 0,3$, dan 1,25% yang telah 
diperkaya sebanyak dua kali selama masing-masing 14 hari. Kultur bakteri 
diinokulasi ke dalam 250 ml media basal, kemudian diinkubasi secara aerob pada 





suhu 30 °C selama 14 hari dengan agitasi terus menerus dalam shaker inkubator. 
Pada hari ke 14, seluruh sampel disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 
5000 rpm, selanjutnya buang supernatannya dan dicuci dengan akuades 
sebanyak 3 kali. Tahapan selanjutnya adalah dikeringkan dalam oven pada suhu 
70oC sampai berat konstan dan diekstrak kembali dengan menggunakan etanol 
96%. Sampel biomassa sebanyak 10 % (w/v) ditambahkan 80 ml etanol 96%, 20 
ml akuades, dan 2 ml HCl 37% sebagai katalis dan direfluks pada suhu 80OC 
selama 5 jam. Selanjutnya dilakukan penyaringan dengan kertas saring, lalu filtrat 
yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Kemudian lignin 
dipresipitasi dengan menambahkan 150 ml akuades dan didiamkan selama 30 
menit hingga lignin mengendap. Lignin kemudian disaring dengan pompa vakum 
dan dimasukan ke dalam desikator selama 24 jam. Lignin yang diperoleh akan 
dikarakterisasi menggunakan FTIR (fourier transformation infrared). Diagram alir 





































3.4.7 Ekstraksi lignin metode basa 
Metode ini dilakukan dengan mengacu pada penelitian Alaneme dan 
Olusegun (2012). Proses ekstraksi lignin metode basa dilakukan secara duplo. 
Substrat biomassa sebanyak 25 gram dicampurkan dengan NaOH 15% sebanyak 
250 ml. Campuran dipanaskan dengan hot water bath pada suhu 80oC selama 2 
jam sambil diaduk secara berkala. Selanjutnya campuran didinginkan hingga suhu 
ruang kemudian disaring.  Filtrat berupa cairan lindi hitam ditambahkan dengan 
H2SO4 40% secara perlahan hingga mencapai derajat keasaman sebesar 2. Lignin 
yang terpresipitasi kemudian disaring dan dikeringkan menggunakan oven pada 
suhu 60oC selama 24 jam. Lignin yang diperoleh dihitung yield-nya dan dianalisis 
karakteristiknya menggunakan FTIR. Diagram alir proses ekstraksi lignin metode 






























3.4.8 Ekstraksi lignin metode klasson 
Metode ini didasarkan pada penelitian Li (2011). Proses ekstraksi lignin 
metode klasson dilakukan secara duplo. 25 gram sampel biomassa disokhlet 
dengan pelarut n-hexane selama 6 jam. Selanjutnya biomassa ditambahkan 250 
ml NaOH 10% dan dipanaskan pada waterbath suhu 80OC selama 2 jam, 
kemudian disaring. Filtrat yang berupa lindi hitam ditambahkan asam sulfat 
(H2SO4) 72% hingga pH 4 dan ditunggu hingga lignin mengendap. Kemudian 
lignin disaring dengan pompa vakum dan dikeringkan dengan oven pada suhu 
60OC selama 24 jam. Lignin kemudian dihitung yield-nya dan dianalisis 
menggunakan FTIR. Diagram alir proses ekstraksi lignin dengan metode klasson 

























3.5 Pengamatan dan Analisis Data 
Pengamatan dan analisis data pada penelitian ini dibedakan sesuai metode 
ekstraksi lignin, yaitu: 
3.5.1 Analisis data esktraksi lignin metode biologi 
Pada metode ekstraksi lignin secara biologi, analisis data penelitian 
menggunakan rancangan acak kelompok (RAK) dengan pola faktorial 3x3 dengan 3 
ulangan. Dua faktor yang diteliti yaitu konsentrasi inokulum bakteri yang terdiri dari 3 
level yaitu 0,1% (V1); 0,3% (V2); dan 0,5% (V3), serta faktor varietas yang terdiri 
dari 3 level, yaitu varietas Agave sisalana (A1), varietas Agave cantala (A2), dan 
varietas Agave angustifolia (A3). Berdasarkan hal tersebut, terdapat 9 perlakuan 
dimana setiap perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali sehingga terdapat 
27 sampel secara keseluruhan. Adapun parameter penelitian yang diamati untuk 
esktraksi metode biologi yaitu kemampuan konsumsi biomassa oleh bakteri (%) dan 
kadar lignin (%). Analisis data dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan apabila terdapat 
beda nyata dari setiap variabel. Tabel rancangan percobaan dapat dilihat pada 
Tabel 3.1. 
Tabel 3.1 Rancangan Percobaan 
Varietas Konsentrasi inokulum 
Ulangan 
I II III 
Agave sisalana (A1) 
0,1% (V1) A1V1 A1V1 A1V1 
0,3% (V2) A1V2 A1V2 A1V2 
0,5% (V3) A1V3 A1V3 A1V3 
Agave cantala (A2) 
0,1% (V1) A2V1 A2V1 A2V1 
0,3% (V2) A2V2 A2V2 A2V2 
0,5% (V3) A2V3 A2V3 A2V3 
Agave angustifolia (A3) 
0,1% (V1) A3V1 A3V1 A3V1 
0,3% (V2) A3V2 A3V2 A3V2 
0,5% (V3) A3V3 A3V3 A3V3 
dimana: 
A1V1 merupakan varietas Agave sisalana dengan konsentrasi inokulum 0,1% 
A1V2 merupakan varietas Agave sisalana dengan konsentrasi inokulum 0,3% 
A1V3 merupakan varietas Agave sisalana dengan konsentrasi inokulum 0,5% 
A2V1 merupakan varietas Agave cantala dengan konsentrasi inokulum 0,1% 
A2V2 merupakan varietas Agave cantala dengan konsentrasi inokulum 0,3% 
A2V3 merupakan varietas Agave cantala dengan konsentrasi inokulum 0,5% 
A3V1 merupakan varietas Agave angustifolia dengan konsentrasi inokulum 0,1% 





A3V3 merupakan varietas Agave angustifolia dengan konsentrasi inokulum 0,5% 
3.5.2 Analisis data ekstraksi lignin metode kimia 
Dua faktor yang diteliti pada ekstraksi metode kimia adalah varietas agave 
yang terdiri dari 3 level, yaitu varietas Agave sisalana (A1), varietas Agave cantala 
(A2), dan varietas Agave angustifolia (A3) serta faktor metode yaitu metode basa 
(M1) dan metode klasson (M2). Berdasarkan hal tersebut, terdapat 6 perlakuan 
dimana setiap perlakuan dilakukan secara duplo, sehingga terdapat 12 perlakuan 
secara keseluruhan. Adapun parameter yang diamati yaitu kadar lignin (%). Nilai 
rata-rata kadar lignin dihitung dengan standar deviasi dari masing-masing hasil 
pengujian, data yang diperoleh disajikan dalam bentuk grafik. Tabulasi data dari 
ekstraksi metode kimia dapat dilihat pada Tabel 3.2. 




Metode basa (M1) 
Agave sisalana (A1) M1A1 M1A1 
Agave cantala (A2) M1A2 M1A2 
Agave angustifolia (A3) M1A3 M1A3 
Metode klasson (M2) 
Agave sisalana (A1) M2A1 M2A1 
Agave cantala (A2) M2A2 M2A2 
Agave angustifolia (A3) M2A3 M2A3 
dimana: 
M1A1 merupakan metode basa, varietas Agave sisalana 
M1A2 merupakan metode basa, varietas Agave cantala 
M1A3 merupakan metode basa, varietas Agave angustifolia 
M2A1 merupakan metode klasson, varietas Agave sisalana 
M2A2 merupakan metode klasson, varietas Agave cantala 
M2A3 merupakan metode klasson, varietas Agave angustifolia 
3.5.3 Perbandingan lignin hasil ekstraksi metode kimia dan biologi 
Lignin yang diperoleh dari proses ekstraksi metode kimia dan biologi akan 
dibandingkan kadar lignin yang diperoleh, warna lignin, dan gugus fungsi yang 
dikarakterisasi menggunakan FTIR untuk mengetahui gugus fungsi yang terdapat 
pada lignin. Seluruh sampel akan dibandingkan dengan lignin komersial merk 





dihasilkan dari setiap metode ekstraksi. Data hasil FTIR diolah dengan software 





BAB IV  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1 Karakterisasi makroskopik dan mikroskopik isolat bakteri  
Karakterisasi isolat bakteri dilakukan untuk mengetahui jenis isolat bakteri 
selulolitik dan hemiselulolitik. Karakterisasi dilakukan secara makroskopis dan 
mikroskopis, dimana karakterisasi makroskopis dilakukan dengan mengamati 
morfologi koloni tunggal bakteri (bentuk koloni, elevasi, tepi, dan konsistensi) yang 
terbentuk pada media padat setelah inkubasi selama 48 jam. Selanjutnya hasil 
pengamatan disesuaikan dengan petunjuk identifikasi berdasarkan Bergey’s Manual 
of Systematic Bacteriology oleh Boone (2013). Isolat bakteri selulolitik ditunjukan 
dengan kode S1, S2, S3, dan S4, sedangkan isolat hemiselulolitik dinotasikan 
dengan kode H1, H2, H3, dan H4. Morfologi koloni tunggal isolat bakteri dapat dilihat 
















Isolat S1 menghasilkan koloni berwarna putih, berbentuk bulat dengan tepian 
koloni menyeluruh, elevasi koloni cembung dengan tonjolan di bagian tengah atau 
umbonat, dan konsistensi kering dan rapuh. Koloni tunggal isolat S2 berwarna putih 
dengan bentuk koloni berserabut dan tepian yang memiliki lobus atau lobate, 
konsistensi lekit atau seperti mentega, serta elevasi koloni datar. Isolat S3 
menghasilkan koloni tunggal yang bentuknya tak teratur, tepi koloni beralun, 
konsistensi tipis, dan elevasi koloni yang datar. Isolat S4 menghasilkan koloni 
Isolat S1 (3r) dan S2 (4r) 
24r 
Isolat S3 (20t) dan S4 (24r) Isolat H1 
Isolat H2 Isolat H3 Isolat H3 





berwarna kekuningan dengan bentuk tak teratur. Tepi koloni beralun dengan elevasi 
datar, dan konsistensi kering dan rapuh.  Isolat H1 memiliki koloni berbentuk bulat 
berwarna putih dengan tepian menyeluruh, elevasi cembung, dan konsistensi lekit. 
Isolat H2 menghasilkan koloni tunggal berwarna putih dengan bentuk bulat dan 
tepian menyeluruh, serta elevasi cembung dengan konsistensi lekit. Koloni tunggal 
isolat H3 berwarna kuning dengan bentuk bulat, tepian menyeluruh, elevasi cembung 
dan konsistensi yang tipis seperti membran. Isolat H4 menghasilkan koloni tunggal 
berwarna putih dengan bentuk berserabut dan tepian berlobus. Elevasi koloni datar 
serta konsistensinya seperti mentega/lekit. Sedangkan untuk hasil karakterisasi 
mikroskopis bakteri yang dilakukan dengan teknik pengecatan Gram dapat dilihat 




















 Gambar 4.2 Hasil pengecatan Gram 
Isolat S1 Isolat S2 
Isolat S3 Isolat S4 
Isolat H1 Isolat H2 





Berdasarkan hasil karakterisasi mikroskopisnya, isolat S1, S2, dan H2 memiliki 
warna sel merah dengan bentuk sel batang/basil. Sedangkan isolat S3, S4, H1, H3, 
dan H4 memiliki warna sel ungu dengan bentuk sel batang. Berdasarkan hasil 
karakterisasi makroskopis dan mikroskopis seluruh isolat  yang dirujuk berdasarkan 
identifikasi Bergey’s Manual Systemation of Bacteriology oleh Boone (2013),  delapan 
isolat yang digunakan memiliki kemiripan dengan genus Bacillus. Genus Bacillus 
memiliki karakteristik koloni yang bervariasi, dari bentuknya yang bulat dan ada pula 
yang tak teratur, dengan tepi koloni yang beralun atau berlobus, berfilamen 
(fimbriate), maupun bergerigi (crenate). Setelah inkubasi selama 24-48 jam, koloni 
memproduksi pigmen warna yang biasanya beragam dari kekuningan hingga putih 
pucat. Elevasi koloni berbagai macam, dari datar, tebal dan merata (raised) hingga 
cembung (convex). Konsistensi koloni biasanya berlendir atau kering.  
Karakterisasi mikroskopis bakteri selulolitik dan hemiselulolitik dilakukan 
menggunakan pengecatan Gram. Teknik ini merupakan metode yang paling sering 
digunakan untuk mendeteksi dan mengidentifikasi sel bakteri Gram Positif dan Gram 
Negatif menurut struktur kimiawi dan komposisi dinding sel bakteri (Rashati dan 
Fauziah, 2017). Isolat S3, S4, H1, H3, dan H4 merupakan bakteri garam positif 
karena berwarna ungu. Bakteri gram positif memiliki dinding sel dengan lapisan 
peptidoglikan yang tebal dan akan berikatan dengan kristal violet. Selanjutnya 
pewarnaan dengan iodin akan meningkatkan afinitas pewarna pada sel dengan 
membentuk kompleks kristal violet-iodin dalam sel sehingga sel tetap berwarna ungu. 
Setelah proses dekolorisasi dengan alkohol, hanya bakteri Gram positif yang tetap 
berwarna ungu, sedangkan warna ungu pada bakteri Gram negatif akan luruh (Budin 
et al. 2012). Alkohol juga menyebabkan dehidrasi dinding sel bakteri Gram positif dan 
pori-pori dinding sel menciut, daya tembus dinding sel dan membran menurun 
sehingga kompleks kristal violet-iodin tidak dapat keluar dari sel sehingga warna sel 
tetap ungu meskipun ditambahkan pewarna safranin (Rashati dan Fauziah, 2017).  
Isolat S1, S2, dan H2 merupakan bakteri Gram negatif karena berwarna merah. 
Bakteri gram negatif memiliki dinding sel dengan lapisan peptidoglikan yang tipis, 
sehingga saat proses dekolorisasi dengan alkohol, bakteri Gram negatif akan 
mengalami peluruhan warna ungu pada sel, kemudian penambahan safranin 
menyebabkan sel berwarna merah. 
Berdasarkan penelitian Soares et al. (2012) yang mengisolasi bakteri selulolitik 
dari tanah di wilayah Antartika, 8 dari 9 total isolat yang diisolasi merupakan bakteri 
genus Bacillus. Genus Bacillus juga menunjukan kemampuan degradasi CMC yang 
paling tinggi. Menurut penelitian Kim et al. (2012) yang melakukan isolasi bakteri 





bakteri genus Bacillus yang merupakan bakteri Gram positif. Penelitian Ma et al. 
(2020) yang mengisolasi bakteri selulolitik dari kayu lapuk (weed tree, red birch, 
poplar, alpine rhododendron dan willow), hasil yang diperoleh menunjukan bahwa 
bakteri genus Bacillus menjadi strain dominan yang melakukan aktivitas degradasi 
selulosa pada proses pelapukan kayu. Bakteri selulolitik yang diisolasi dari tanah 
daerah hutan pada penelitian Ferbiyanto et al. (2015), dari empat isolat bakteri yang 
diperoleh, dua isolat diantaranya merupakan bakteri Gram negatif.  
Pada penelitian (Richana et al. 2016) yang mengidentifikasi bakteri penghasil 
xylanase dari tanah berkapur, diperoleh isolat bakteri Bacillus pumilus yang 
merupakan bakteri Gram positif berbentuk basil. Penelitian (Fatmawati et al. 2019) 
yang mengisolasi bakteri xylanolitik dari peuyeum singkong, ditemukan bakteri 
Bacillus cereus yang merupakan Gram positif dan berbentuk basil. Bakteri ini 
umumnya ditemukan di tanah dan makanan.  
4.2 Potensi selulolitik dan hemiselulolitik isolat bakteri  
Uji potensi isolat bakteri bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 
mendegradasi selulosa dan hemiselulosa. Isolat bakteri ditumbuhkan di media 
selektif selulolitik dan hemiselulolitik kemudian dilakukan uji aktivitas enzim selulase 
dan hemiselulase dengan pewarnaan iodin pada permukaan media selektif padat. 
Isolat yang menunjukan adanya kemampuan degradasi selulosa (CMC) dan 
hemiselulosa (xylan) pada media selektif ditunjukan dengan terbentuknya zona 
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Setiap jenis isolat menghasilkan diameter zona bening yang berbeda-beda. 
Pengukuran aktivitas selulolitik dan hemiselulolitik seluruh isolat dilakukan dengan 
menghitung indeks selulolitik dan hemiselulolitiknya. Indeks aktivitas enzim selulase 
maupun hemiselulase masing-masing isolat dapat dilihat pada Tabel 4.1. Isolat 
bakteri selulolitik yang memiliki indeks aktivitas enzim selulase tertinggi yaitu isolat S2 
yaitu sebesar 2, sedangkan isolat S1, S2, dan S3 memiliki indeks aktivitas enzim 
selulase yang relatif kecil masing-masing sebesar 0,125; 0,29; dan 0,625. Untuk 
isolat bakteri hemiselulolitik, isolat bakteri dengan indeks aktivitas hemiselulase 
tertinggi yaitu isolat H1 sebesar 11, sedangkan untuk isolat H1, H2, dan H3 masing-
masing memiliki indeks sebesar 1,4; 10; dan 9. 
Tabel 4.1 Indeks aktivitas selulase dan hemiselulase isolat bakteri 
dimana: 
R = tanah sekitar area pelapukan kayu oleh rayap; 
T = tanah sekitar area pembusukan tebu; 
B = tanah sekitar area pembusukan bambu; 
Data di atas menunjukan bahwa pada bakteri selulolitik, indeks aktivitas enzim 
tertinggi ada pada isolat yang berasal dari tanah sekitar area pelapukan kayu oleh 
rayap, sedangkan pada isolat hemiselulolitik, indeks aktivitas enzim tertinggi ada 
pada isolat yang berasal dari tanah sekitar area pembusukan bambu. Sesuai 
penelitian Ferbiyanto et al. (2015), rayap menghasilkan enzim selulase yang 
berfungsi untuk menguraikan selulosa pada kayu. Menurut penelitian Meryandini et 
al. (2010), tanah yang berada di sekitar area pengomposan bahan pertanian 
















1 S1 Selulolitik R 0,9 0,8 0,13 
2 S2 Selulolitik R 4,0 3,1 0,29 
3 S3 Selulolitik T 1,3 0,8 0,63 
4 S4 Selulolitik R 0,9 0,3 2,00 
5 H1 Hemiselulolitik T 2,4 0,2 11,00 
6 H2 Hemiselulolitik B 1,2 0,5 1,40 
7 H3 Hemiselulolitik B 2,2 0,2 10,00 





Menurut Murtiyaningsih dan Hazmi (2017), perbedaan besar nilai indeks 
aktivitas enzim diakibatkan oleh sekresi selulase yang dihasilkan oleh isolat bakteri 
memiliki potensi yang berbeda dalam menguraikan substrat baik CMC maupun xylan 
yang terdapat pada media selektif. Semakin besar indeks aktivitas enzim, maka 
aktivitas selulolitik maupun hemiselulolitik dari isolat bakteri semakin tinggi. 
Pewarnaan dengan iodin akan membentuk kompleks berwarna keunguan hasil 
interaksi antara selulosa (polisakarida) pada media selektif dengan iodin (Kasana et 
al. 2008). Zona bening yang terbentuk di sekitar koloni menunjukan bahwa selulosa 
(CMC) dan hemiselulosa (xylan) pada media padat sudah terdegradasi menjadi 
monomer glukosa oleh bakteri selulolitik.   
Enzim selulase bertanggung jawab terhadap proses hidrolisis ikatan 1,4-β 
glikosidik pada selulosa, sehingga polisakarida terhidrolisis menjadi molekul-molekul 
glukosa. Proses hidrolisis ini melibatkan tiga jenis enzim selulase, yaitu 
endoglukanase yang akan memotong rantai selulosa secara acak dan menghasilkan 
oligosakarida dengan ujung rantai bebas. Selanjutnya eksoglukanase akan memecah 
ujung gula pereduksi pada rantai oligosakarida dan menghasilkan selobiosa. 
Selobiosa kemudian dihidrolisis oleh glokasidase menjadi glukosa (Murtiyaningsih 
dan Hazmi, 2017).  
Umumnya enzim endoselulase (1,4-β-D glukan glukanohidrolase) memiliki 
aktivitas hidrolisis yang tinggi dalam mendegradasi CMC atau selulosa amorf dan 
aktivitas yang sangat rendah terhadap mikrokristal selulosa. Sebaliknya, enzim ekso-
selobiohidrolase (1,4-β-D glukan selobiohidrolase) mampu mendegradasi mikro 
kristal selulosa dan tidak dengan CMC. Berdasarkan hal ini, bakteri selulolitik dapat 
dikelompokan menjadi dua grup yaitu endoglukonase dan eksoglukonase yang 
didasarkan pada kemampuannya memutus ikatan 1,4-β glikosidik baik di tengah atau 
pada ujung rantai selulosa. Dibutuhkan aktivitas endo dan eksoselulase yang bekerja 
secara sinergis untuk proses dekomposisi kristal selulosa secara efisien (Wirth dan 
Ulrich, 2002).  
Enzim xylanase tergolong dalam kelompok enzim yang mampu menghidrolisis 
glikosida (glycoside hydrolases/GH) yang masuk ke dua famili yaitu GH10 dan GH11. 
Famili GH10 merupakan gabungan dari endo 1,4-β xylanase dan endo1,3-β xylanase 
yang memiliki kemampuan katalisis yang luas, bahkan bisa mengkatalis proses 
hidrolisis selulosa dan aryl- β-D-selobioasa. GH10 zylanase dapat memutus ikatan 
1,4-β yang sebelumnya terhubung dengan ikatan 1,3-β. Famili GH11 hanya 
mengandung enzim endo-β-1,4-xylanase yang mampu memutus ikatan antar 1,4-β-





4.3 Uji sinergisme isolat bakteri 
Uji sinergisme isolat bakteri dilakukan untuk melihat apakah delapan jenis isolat 
yang berbeda dapat bekerja secara sinergis saat dibentuk sebagai konsorsium 
bakteri. Uji ini dilakukan sebelum pembentukan konsorsium untuk mengetahui 
interaksi positif antar dua atau lebih isolat bakteri yang dapat hidup bersama dan 
memanfaatkan sumber nutrisi yang sama (Safitri, Shovitri, and Hidayat 2019). Hasil 
uji sinergisme delapan isolat bakteri yang digunakan dapat dilihat pada Gambar 4.4. 
 
 
Berdasarkan hasil yang diperoleh, delapan isolat yang digunakan menujukan 
sinergisme positif karena tidak terbentuk zona hambat di sekitar persinggungan antar 
isolat. Isolat-isolat ini dapat dibentuk sebagai konsorsium bakteri, karena antar isolat 
tidak terjadi kompetisi nutrisi pada media. Hubungan antar isolat akan saling 
bersinergi sehingga membentuk efisiensi perombakan yang lebih tinggi selama 
proses pengolahan (Setyati et al. 2016), yang dalam hal ini yaitu hidrolisis selulosa 
oleh isolat bakteri selulolitik dan hemiselulosa oleh isolat bakteri hemiselulolitik. 
Kemampuan sinergisme dua atau lebih bakteri yang berbeda jenis merupakan 
faktor yang sangat penting untuk memastikan bakteri dapat bekerja dengan baik. 
Mekanisme sinergisme dari isolat-isolat bakteri dalam suatu konsorsium belum 
diketahui, namun beberapa studi menduga bahwa hal ini disebabkan oleh beberapa 
faktor, diantaranya yaitu: 1) salah satu genus bakteri mampu menghasilkan nutrisi 
yang tidak dapat disintesis oleh genus lain, 2) salah satu genus tidak mampu 
mendegradasi materi organik tertentu, sehingga bergantung pada keberadaan genus 
lain yang mampu mendegradasi materi organik tersebut, 3) salah satu genus mampu 
melindungi genus lain yang sensitif terhadap materi organik tertentu dengan cara 
menurunkan konsentrasi dari materi organik yang toksik melalui produksi faktor 
protektif yang spesifik dan nonspesifik (Wahyuni et al. 2019). Menurut Y. J. Deng dan 





Wang (2016), bakteri yang berasal dari genus atau spesies yang sama dapat 
berinteraksi secara sinergis dan berbagi sumber nutrisi yang sama. Ini menunjukan 
bahwa perilaku kooperatif antar bakteri di habitat konsorsium bakteri. Suatu 
konsorsium akan menghasilkan produk yang dapat dimanfaatkan secara bersama 
sehingga saling mendukung pertumbuhan isolat. 
4.4 Ekstraksi lignin metode biologi  
Proses ekstraksi lignin metode biologi dilakukan dengan memanfaatkan 
konsorsium bakteri yang terdiri dari 4 isolat bakteri selulolitik dan 4 isolat bakteri 
hemiselulolitik. Konsorsium bakteri ini diharapkan mampu memecah struktur 
lignoselulosa dengan cara degradasi selulosa oleh isolat bakteri selulolitik dan 
degradasi hemiselulosa oleh isolat bakteri hemiselulolitik. Selanjutnya, lignin diisolasi 
menggunakan etanol 96% melalui proses refluks selama 5 jam. Pada penelitian ini, 
terdapat dua variabel bebas/faktor yang digunakan yaitu jenis varietas agave dan 
konsentrasi inokulum bakteri. Varietas agave terdiri dari Agave sisalana, Agave 
cantala, dan Agave angustifolia, sedangkan konsentrasi inokulum bakteri terdiri dari 
0,1%; 0,3%; dan 0,5%. Parameter yang diamati yaitu konsumsi biomassa dan kadar 
lignin yang dihasilkan. Flowchart proses ekstraksi metode biologi dapat dilihat pada 
Lampiran 1 dan hasil dokumentasi proses ekstraksi metode biologi dapat dilihat 
pada Lampiran 2. 
4.4.1 Konsumsi biomassa oleh bakteri 
Inkubasi biomassa dengan konsorsium bakteri selama 14 hari bertujuan 
untuk menguraikan selulosa dan hemiselulosa sehingga isolasi lignin 
menggunakan etanol 96% akan lebih mudah. Konsumsi biomassa oleh 
konsorsium bakteri setelah proses inkubasi selama 14 hari dapat dilihat pada 
Gambar 4.5. Grafik di bawah menunjukan data konsumsi biomassa oleh 
konsorsium bakteri. Pada konsentrasi inokulum 0,1%, kemampuan konsumsi 
biomassa oleh bakteri pada varietas Agave sisalana sebesar 30,39%, Agave 
cantala 32,34%, dan Agave angustifolia 35,10%. Pada konsentrasi inokulum 0,3%, 
kemampuan konsumsi biomassa oleh bakteri pada varietas Agave sisalana 
sebesar 32,73%, Agave cantala 33,95%, dan Agave angutifolia 37,7%. Pada 
konsentrasi inokulum 0,5%, kemampuan konsumsi biomassa oleh bakteri varietas 























Pola yang ditunjukan dari data di atas adalah konsumsi biomassa oleh 
konsorsium bakteri semakin meningkat seiring bertambahnya konsentrasi inokulum 
konsorsium bakteri yang diinokulasikan. Adapun kemampuan konsumsi biomassa 
oleh bakteri yang tertinggi terdapat pada konsentrasi inokulum 5% dari varietas 
Agave angustifolia yaitu sebesar 41,49%. Faktor variasi inokulum dan jenis varietas 
agave kemudian dianalisis pengaruhnya terhadap kemampuan konsumsi biomassa 
oleh bakteri dengan analysis of variance (ANOVA). Tabel ANOVA dapat dilihat pada 
Lampiran 3. Hasil yang diperoleh yaitu faktor varietas agave memberikan beda nyata 
terhadap konsumsi dengan nilai signifikansi sebesar 0,000 yang mana nilainya lebih 
kecil dari Pvalue = 0,05. Faktor konsentrasi inokulum juga memberikan beda nyata 
dengan nilai signifikansi sebesar 0,001. Kedua faktor ini kemudian diuji lanjut 
menggunakan uji Duncan untuk mengetahui perbedaan pengaruh dari setiap level. 
Hasil uji lanjut dapat dilihat pada Tabel 4.2. 
Tabel 4.2 Hasil uji lanjut Duncan faktor varietas agave 
Duncan 
a,b 
Varietas  N 
Subset 
1 2 
A. sisalana 9 32,6222a  
A. cantala 9 34,3778a  
A. angustifolia 9  38,0656b 
Tabel di atas menunjukan hasil uji lanjut Duncan dari faktor jenis varietas agave 
yang memberikan beda nyata. Berdasarkan hasil yang diperoleh, jenis varietas 
sisalana dan cantala berada pada notasi a, sedangkan jenis varietas angustifolia 
berada pada varietas B. Hal ini menunjukan bahwa pengaruh yang diberikan oleh 
































































varietas sisalana dan cantala terhadap konsumsi biomassa berbeda dengan varietas 
angustifolia. Sedangkan untuk varietas yang berada pada notasi yang sama yaitu 
sisalana dan cantala, kedua jenis varietas ini tidak memberikan pengaruh yang 
berbeda terhadap kadar lignin. Ini sudah sesuai dengan literatur, dimana kandungan 
selulosa dan hemiselulosa dalam lignoselulosa setiap varietas agave berbeda, untuk 
Agave sisalana mengandung selulosa sebesar 50% (Jagadeesh et al. 2017), Agave 
cantala sebesar 48,97% selulosa dan 34,41% hemiselulosa (Yudhanto et al. 2021) 
dan untuk Agave angustifolia mengandung 61,8% selulosa dan 18,1% hemiselulosa 
(García-Méndez et al. 2020). Varietas Agave sisalana dan Agave cantala memiliki 
kadar selulosa di kisaran 48-50% sehingga tidak terdapat perbedaan pada 
kemampuan konsumsi biomassa oleh bakteri. Adapun hasil uji lanjut untuk faktor 
konsentrasi inokulum dapat dilihat pada Tabel 4.3. 
Tabel 4.3 Hasil uji lanjut Duncan faktor konsentrasi inokulum 
Duncan a,b 
Konsentrasi inokulum N 
Subset 
1 2 
0,1% 9 32,6133a  
0,3% 9 34,7944a  
0,5% 9  37,6578b 
Berdasarkan hasil uji lanjut, konsentrasi inokulum 0,1% dan 0,3 % berada pada 
notasi yang sama (notasi a) dan konsentrasi inokulum 0,5% berada pada notasi yang 
berbeda (notasi b). Hal ini menunjukan bahwa konsentrasi 0,1 dan 0,3% memberikan 
hasil yang berbeda terhadap kemampuan konsumsi biomassa oleh bakteri dengan 
konsentrasi inokulum 0,5%. Berdasarkan penelitian Maki et al. (2014), konsumsi 
biomassa seiring massa inkubasi membuktikan bahwa bakteri dapat bekerja dengan 
memanfaatkan biomassa agave, sehingga terjadi penurunan berat biomassa saat 
setelah inkubasi jika dibandingkan dengan berat biomassa awal. Pada penelitian ini, 
berat awal biomassa adalah sebesar 25 gram, sedangkan berat biomassa setelah 
inkubasi bervariasi pada rentang 15-18 gram. Menurut Sindhu et al. (2016), konsumsi 
enzimatik pada biomassa secara langsung sangat rendah, kecuali menggunakan 
enzim dalam jumlah banyak, hal ini karena karakteristik struktur dari biomassa 
lignoselulosa yang kompleks. Ini selaras dengan data penelitian yang diperoleh, 
dimana konsumsi biomassa oleh bakteri akan bertambah seiring dengan 
meningkatnya konsentrasi inokulum bakteri, karena pertumbuhan bakteri dan 





4.4.2 Kadar lignin 
Setelah dilakukan inkubasi dengan bakteri, biomassa kemudian direfluks 
dengan etanol 96% untuk mengisolasi kandungan lignin dari biomassa. Akibat 
adanya penurunan berat biomassa setelah proses inkubasi dengan bakteri dan 
menghasilkan berat kering yang berbeda pada setiap sampel, penyeragaman 
perlakuan dilakukan dengan mengambil masing-masing 10 gram biomassa dari 
setiap sampel untuk diisolasi ligninnya. Kadar lignin yang diperoleh merupakan 
hasil konversi perhitungan dengan asumsi berat biomassa awal 25 gram untuk 
menyeragamkan data pada metode ekstraksi kimia. Perhitungan konversi data 
dapat dilihat pada Lampiran 4.  Hasil ekstraksi lignin menggunakan etanol 96% 
dapat dilihat pada Gambar 4.6. Berdasarkan hasil yang diperoleh, level 
konsentrasi inokulum 0,1% menghasilkan rata-rata kadar lignin sebesar 1,33% 
untuk varietas Agave sisalana, 4,03% untuk varietas Agave cantala, dan 2,63% 
untuk varietas Agave angustifolia. Level inokulum 0,3% menghasilkan rata-rata 
kadar lignin sebesar 1,29% untuk varietas Agave sisalana, 4,13% untuk varietas 
Agave cantala, dan 3,06% untuk varietas Agave angustifolia. Sedangkan untuk 
level inokulum 0,5%, rata-rata kadar lignin yang dihasilkan sebesar 2,12% untuk 
varietas Agave sisalana, 5,58% untuk varietas Agave cantala, dan 4,51% untuk 










Pola data di atas menunjukan bahwa kadar lignin meningkat seiring 
bertambahnya konsentrasi inokulum. Hasil yang diperoleh yaitu varietas Agave 
cantala menghasilkan kadar lignin tertinggi dari setiap level konsentrasi inokulum. 
Adapun kadar lignin tertinggi dihasilkan dari Agave cantala dengan konsentrasi 
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inokulum sebesar 0,5%. Faktor variasi inokulum dan jenis varietas agave 
kemudian dianalisis pengaruhnya terhadap kadar lignin yang dihasilkan dari 
ekstraksi biologi dengan analysis of variance (ANOVA). Tabel ANOVA untuk kadar 
lignin dapat dilihat pada Lampiran 5. Hasil yang diperoleh yaitu faktor varietas 
agave memberikan beda nyata terhadap kadar lignin dengan nilai signifikansi 
sebesar 0,02 yang mana nilainya lebih kecil dari Pvalue = 0,05. Beda nyata yang 
dihasilkan akan diuji lanjut dengan uji Duncan. Hasil uji lanjut Duncan untuk faktor 
varietas agave dapat dilihat pada Tabel 4.4. 
Tabel 4.4 Hasil uji lanjut Duncan 
Tabel di atas menunjukan hasil uji lanjut Duncan dari faktor jenis varietas 
agave yang memberikan beda nyata. Berdasarkan hasil yang diperoleh, jenis 
varietas sisalana berada pada notasi a, sedangkan jenis varietas angustifolia dan 
cantala berada pada notasi b. Hal ini menunjukan bahwa pengaruh yang diberikan 
oleh varietas sisalana terhadap kadar lignin berbeda dengan varietas angustifolia 
dan cantala. Sedangkan untuk varietas yang berada pada notasi yang sama yaitu 
angustifolia dan cantala, kedua jenis varietas ini tidak memberikan pengaruh yang 
berbeda terhadap kadar lignin. Ini sudah sesuai dengan literatur, dimana kadar 
lignin dalam lignoselulosa setiap varietas agave berbeda, untuk Agave sisalana 
sebesar 11,4% (Tita et al. 2018), Agave cantala sebesar 11,76% (Yudhanto et al. 
2021) dan untuk Agave angustifolia sebesar 11,24 (García-Méndez et al. 2020). 
Sesuai dengan data penelitian yang diperoleh, varietas Agave cantala 
menghasilkan kadar lignin tertinggi.  
Faktor konsentrasi inokulum tidak memberikan beda nyata karena nilai 
signifikansinya lebih besar dari Pvalue yaitu sebesar 0,056. Hal ini karena persen 
berat biomassa dalam media pertumbuhan bakteri terlalu besar serta persen 
konsentrasi inokulum bakteri dalam media pertumbuhan yang terlalu kecil. Ini 
menyebabkan ketidakseimbangan ketersediaan substrat dengan kultur bakteri 
dimana substrat lignoselulosa pada biomassa terlalu banyak, sedangkan kultur 
bakteri yang tersedia terlalu sedikit. Pada penelitian ini, persen berat biomassa 
 varietas  N Subset 
1 2 
Duncana,b A. sisalana 9 1,5800a  
A. angustifolia 9  3,4033
b 
A. cantala 9  4,5822b 





dalam media pertumbuhan bakteri sebesar 10% (w/v) dan persen konsentrasi 
inokulum sebesar 0,1% (v/v), dibandingkan dengan penelitian Wen et al. (2015) 
yang menggunakan konsorsium bakteri selulolitik untuk mendegradasi rumput 
gajah (Pennisetum purpureum), persen berat yang digunakan sebesar 3% (w/v) 
dan persen volume konsorsium bakteri sebesar 5% (w/v). Selain itu, pada 
penelitian Maki et al. (2014) yang menggunakan konsorsium bakteri selulolitik 
untuk dekomposisi biomassa Agave sisalana, persen berat biomassa yang 
digunakan sebesar 1% dan 0,5% (w/v) dan persen konsentrasi inokulum sebesar 
1% (v/v), hasil yang diperoleh adalah biomassa dengan persen berat 0,5% (w/v) 
dapat terdegradasi sebesar 40%, sedangkan biomassa dengan persen berat 1% 
(w/v) terdegradasi hanya sebesar 10%.  
Degradasi biomassa lignoselulosa dengan konsorsium bakteri juga 
dipengaruhi oleh kompleksitas struktur dari lignoselulosa. Ikatan hidrogen yang 
terbentuk baik intermolekul maupun intermolekul pada selulosa mendorong 
pembentukan struktur kristal yang disebut Iα dan Iβ yang sulit didegradasi oleh 
enzim selulase (Sharma, Xu, and Qin 2019). Terjadinya nonproductive binding 
(enzim berikatan dengan substrat lain sehingga dapat menjadi inhibitor substrat 
yang spesifik) antara enzim selulase dengan lignin, didukung dengan adanya 
hemiselulosa sebagai penghalang bagi enzim selulase untuk mencapai selulosa 
sehingga menghambat proses degradasi (Rahikainen 2013). Nonproductive 
binding juga dapat menjadi faktor yang menyebabkan isolasi kandungan lignin 
pada lignoselulosa oleh etanol 96% tidak berlangsung sempurna.  
Menurut Ye et al. (2012), lignin yang dihasilkan dari ekstraksi menggunakan 
pelarut organik bebas dari senyawa pengotor seperti sulfur. Penggunaan etanol 
96% sebagai pelarut organik karena harganya yang lebih murah dibandingkan 
dengan pelarut lain seperti dioksan dan aseton, selain itu kadar lignin yang 
dihasilkan tidak jauh berbeda. Pada penelitian Bauer et al. (2012), ekstraksi lignin 
pada temperatur yang sama akan menghasilkan kadar lignin yang tidak jauh 
berbeda, dimana untuk pelarut etanol 65% didapatkan kadar lignin sebanyak 14%, 
sedangkan untuk pelarut aseton sebanyak 15%. Mekanisme isolasi lignin oleh 
pelarut organik (etanol 96%) adalah pelarut akan memotong ikatan eter α-aryl dan 
ikatan eter β-aryl namun dalam jumlah yang lebih sedikit. Senyawa fenolik 
terbentuk akibat pemutusan ikatan eter dan menghasilkan lignin organosolv 
dengan kandungan fenolik tinggi. Tingginya kandungan fenolik pada lignin yang 





senyawa kontaminan seperti karbohidrat, sulfur, dan abu) serta merupakan lignin 
dengan berat molekul rendah dan bersifat hidrofobik (Cybulska et al. 2012).  
4.5 Ekstraksi lignin metode kimia 
Proses ekstraksi lignin secara kimia pada penelitian ini dilakukan menggunakan 
dua metode, yaitu metode basa dan metode klasson. Metode basa menggunakan 
pelarut NaOH 15% sehingga menghasilkan black liquor, kemudian lignin dikondensasi 
dengan H2SO4 40% hingga pH-nya 2, lalu disaring dan dikeringkan. Sedangkan 
metode klasson menggunakan pelarut NaOH 10% hingga terbentuk black liquor, 
kemudian dikondensasi dengan H2SO4 72% hingga pH mencapai 4, lalu disaring dan 
dikeringkan. Flowchart proses ekstraksi metode basa dan metode klasson dapat 
dilihat pada Lampiran 6 dan Lampiran 7. Pada metode klasson dilakukan perlakuan 
awal yaitu menghilangkan zat-zat ekstraktif pada biomassa menggunakan pelarut n-
heksana. Kadar ekstraktif biomassa dapat dilihat pada Tabel 4.5. Kadar ekstraktif 
pada biomassa Agave sisalana sebesar 10,05%, Agave cantala 7,90%, dan Agave 
angustifolia sebesar 6,66%. 
Tabel 4.5 Kadar ekstraktif biomassa 
Varietas Kadar ekstraktif (%) 
Agave sisalana 10,05 
Agave cantala 7,90 
Agave angustifolia 6,66 
Berdasarkan data yang diperoleh, varietas Agave sisalana memiliki kadar 
ekstraktif tertinggi. Zat ekstraktif pada biomassa terdiri dari dua jenis, yaitu zat 
ekstraktif yang dapat larut dengan air seperti protein dan garam, serta zat ekstraktif 
yang larut dalam pelarut organik yaitu wax, klorofil, resin, dan komponen minor 
lainnya (Li et al. 2016). Pada penelitian Gutiérrez et al. (2008), salah satu zat 
ekstraktif pada Agave sisalana adalah senyawa lipofilik. Penelitian lain menyebutkan 
bahwa tanaman Agave mengandung senyawa saponin yang dapat berperan sebagai 
senyawa antimikroba (Sidana, Singh, and Sharma 2016). Setelah dihilangkan 
senyawa ekstraktifnya, biomassa agave kemudian dimasak dengan pelarut untuk 
diekstrak ligninnya. Adapun kadar lignin yang dihasilkan dari masing-masing metode 
ekstraksi dapat dilihat pada Gambar 4.7. Pada varietas Agave sisalana, metode basa 
menghasilkan rata-rata kadar lignin sebesar 25,44% dan metode klasson sebesar 
19,68%. Pada varietas Agave cantala, metode basa menghasilkan rata-rata kadar 





varietas Agave angustifolia, metode basa menghasilkan rata-rata kadar lignin 












Berdasarkan data yang diperoleh, kadar lignin tertinggi dihasilkan dari varietas 
Agave cantala dari proses ekstraksi metode basa. Ini sudah sesuai dengan literatur 
dimana kadar lignin tertinggi terdapat pada varietas Agave cantala yaitu sebesar 
11,76% (Yudhanto et al. 2021), selanjutnya Agave angustifolia sebesar 11,24% 
(García-Méndez et al. 2020), dan  Agave sisalana sebesar 11,4% (Tita et al. 2018).  
Pola data menunjukan bahwa ekstraksi metode basa menghasilkan kadar lignin yang 
lebih tinggi dibanding ekstraksi metode klasson. Terdapat perbedaan antara kadar 
lignin yang diperoleh dengan kadar lignin yang terkandung di dalam tanaman agave. 
Perbedaan nilai ini karena adanya kontaminan pada lignin yang dihasilkan. Q. Yang 
dan Pan (2012) menyebutkan bahwa pemasakan biomassa dengan NaOH dapat 
melarutkan lignin dan hemiselulosa selama proses perlakuan. Selain itu, 
penelitiannya juga menyebutkan bahwa terdapat 18% selulosa yang larut selama 
proses pemasakan dengan NaOH pada suhu tinggi. Pada penelitian ini, lignin yang 
diperoleh akan dianalisis dengan FTIR untuk mengetahui kemurnian lignin yang 
dihasilkan dari setiap metode ekstraksi. 
Penelitian Mittal et al. (2017) yang mengekstraksi lignin dari brangkas jagung 
menggunakan NaOH, setelah dianalisis terdapat pengurangan kadar lignin sebesar 
75%, selulosa 9%, dan hemiselulosa 35% pada biomassa. Larutan basa dapat 
mendegradasi reaksi esterifikasi dan memutus ikatan glikosidik sehingga mengubah 























dekristalisasi parsial dari penghalang dinding sel. Sodium hidroksida (NaOH) 
merupakan larutan basa yang umum digunakan (Tian et al. 2018). Penelitan Zheng et 
al. (2014) juga menyebutkan bahwa ikatan ester pada kompleks lignin-karbohidrat 
terputus akibat hidrolisis oleh larutan basa. Struktur kristal selulosa juga berubah, 
serta kristalinitas selulosa meningkat selama perlakuan dengan NaOH. 
Pada penelitian Teli (2016) yang membandingkan berbagai konsentrasi NaOH 
pada perlakuan serat Agave angustifolia, diperoleh hasil bahwa NaOH 15% 
memberikan hasil lignin tertinggi (14%) dibanding NaOH 10% dimana lignin yang 
diperoleh sebesar 12%. Ini didukung dengan penelitian (Li 2011) yang menyebutkan 
pada presipitasi lignin dari cairan lindi hitam dengan pengasaman, kadar lignin yang 
dihasilkan akan meningkat seiring menurunnya pH karena lignin lebih mudah larut 
pada pH yang tinggi dibanding pH rendah, sehingga lebih banyak fragmen lignin yang 
larut pada pH tinggi. Ini sudah sesuai dengan penelitian yang dilakukan dimana pada 
metode basa (pH 2) kadar lignin yang diperoleh lebih tinggi dibanding pada metode 
klasson (pH 4).  
4.6 Perbandingan lignin dari setiap metode ekstraksi 
4.6.1 Perbandingan kenampakan dan kadar lignin 
Pada metode ekstraksi kimia, pelarut yang digunakan untuk melarutkan 
lignin adalah NaOH 10% dan 15%, kemudian pelarut H2SO4 40% dan 72% untuk 
mengkondensasi lignin dari cairan lindi hitam. Sedangkan pada metode ekstraksi 
biologi, pelarut yang digunakan yaitu etanol 96%. Lignin yang dihasilkan dari 

























































Tabel 4.8 Lignin hasil ekstraksi metode biologi 




























Berdasarkan hasil yang diperoleh, lignin yang dikondensasi pada pH 2 (metode 
basa) menghasilkan warna yang lebih hitam dibanding lignin yang dikondensasi pada pH 
4 (metode klasson). Lignin hasil esktraksi metode biologi lebih hitam dan memiliki tekstur 
yang mirip dengan lignin komersial. Ini sudah sesuai dengan penelitian Zhang et al. 
(2020) dimana warna lignin yang diperoleh semakin terang dari hitam ke coklat seiring 
penurunan nilai pH. Lignin hasil ekstraksi metode biologi (pH 7) lebih hitam dibanding 
lignin hasil ekstraksi metode basa (pH 2) dan metode klasson (pH 4). Kelarutan lignin 
pada black liquor terjadi karena degradasi lignin menjadi fraksi yang lebih kecil dan 
pembentukan senyawa fenolik hidroksil akibat pemutusan ikatan β-O-4 dan membentuk 
senyawa phenolate dan larut pada kondisi basa. Pada proses kondensasi dengan asam, 
seiring menurunnya pH, senyawa fenolat kembali membentuk fenolik hidroksil yang 
kurang larut dibanding senyawa fenolat pada fraksi aqueous, sehingga terjadi separasi 
lignin dari cairan lindi hitam.  
Pada metode ekstraksi biologi, tidak terdapat perbedaan secara tekstur dan warna 
pada variasi konsentrasi inokulum (0,1%; 0,3%; 0,5%), karena variasi konsentrasi 
inokulum hanya memberi pengaruh pada kadar lignin yang dihasilkan, tidak pada 
karakteristik lignin. Secara tekstur, lignin yang dihasilkan dari metode basa lebih lengket 
dibandingkan dengan lignin yang diperoleh dari metode klasson dan metode biologi. Hal 
ini karena pada proses pemasakan dengan NaOH, hemiselulosa dan pektin ikut terlarut. 
Ini dibuktikan dengan hasil analisis dengan FTIR, dimana terdapat gugus fungsi C=C 
aromatik dan alifatik yang merupakan hemiselulosa dan pektin (Ikramullah et al. 2018). 
Pektin merupakan biopolimer yang memiliki sifat gelling atau seperti gel, dimana ini 
menyebabkan adanya sifat kelengketan yang diberikan oleh pektin (Abid et al. 2017). 
Kadar lignin yang diperoleh dari proses ekstraksi metode biologi dibandingkan 
dengan kadar lignin dari proses ekstraksi kimia. Data yang digunakan dari proses 
ekstraksi biologi merupakan lignin yang diperoleh dari variasi konsentrasi inokulum 0,5% 
karena menghasilkan kadar lignin tertinggi pada setiap varietas agave. Adapun 
perbandingan kadar lignin tersebut dapat dilihat pada Gambar 4.8. Pada varietas Agave 
sisalana, ekstraksi metode basa menghasilkan rata-rata kadar lignin sebesar 25,44%, 
metode klasson sebesar 19,68%, dan metode biologi sebesar 2,12%. Pada varietas 
Agave cantala, ekstraksi metode basa menghasilkan kadar ligni sebesar 32,61%, metode 
klasson sebesar 15,07%, dan metode biologi sebesar 5,58%. Pada varietas Agave 
angustifolia, ekstraksi metode basa menghasilkan kadar lignin sebesar 20,57%, metode 


















Berdasarkan data yang diperoleh, kadar lignin tertinggi diperoleh dari varietas 
Agave cantala dengan ekstraksi metode basa. Pada metode basa dan metode biologi, 
kadar lignin tertinggi dihasilkan dari varietas Agave cantala, sedangkan pada metode 
klasson, kadar lignin tertinggi diperoleh dari varietas Agave sisalana. Terdapat perbedaan 
dimana pada metode ekstraksi klasson, kadar lignin tertinggi diperoleh dari varietas A. 
sisalana. Perbedaan ini terjadi karena pada metode klasson terdapat perlakuan awal yaitu 
penghilangkan kadar ekstraktif pada biomassa.  Perlakuan ini menyebabkan proses 
ekstraksi lignin pada metode klasson berlangsung lebih baik dibanding metode basa dan 
biologi karena melalui proses penghilangan kadar ekstraktif pada biomassa.  
Data kadar lignin sebelum ekstraksi menggunakan data sekunder, dimana kadar 
lignin untuk Agave sisalana sebesar 11,4% (Tita et al. 2018), Agave cantala sebesar 
11,76% (Yudhanto et al. 2021) dan untuk Agave angustifolia sebesar 11,24 (García-
Méndez et al. 2020). Berdasarkan data yang diperoleh, kadar lignin hasil ekstraksi 
metode basa dan klasson lebih tinggi dibandingkan dengan kadar lignin awal pada 
biomassa, hal ini karena terdapat kontaminasi hemiselulosa pada lignin yang diperoleh. 
Pelarut NaOH yang digunakan pada metode basa dan klasson dapat melarutkan 
hemiselulosa dan selulosa sesuai menurut penelitian Mittal et al. (2017). Larutan basa 
dapat mendegradasi reaksi esterifikasi dan memutus ikatan glikosidik sehingga 
mengubah struktur dan mendegradasi lignoselulosa, membentuk pembengkakan 
selulosa, dan dekristalisasi parsial dari penghalang dinding sel. Sedangkan lignin yang 
diekstraksi dengan metode biologi yang menggunakan etanol menghasil lignin yang lebih 



























mengandung lebih banyak senyawa fenolik dan mengandung lebih banyak syringyl dan 
guaicyl (Cybulska et al. 2012).  
4.6.2 Karakterisasi lignin dengan FTIR 
Karakterisasi lignin dengan FTIR dilakukan untuk mengetahui kandungan 
gugus fungsi lignin yang dihasilkan dari setiap metode ekstraksi. Setiap lignin dari 
ekstraksi metode basa, klasson, dan biologi akan dibandingkan dengan kontrol 
(lignin komersil) dan dianalisis gugus fungsinya sesuai dengan panduan pembacaan 
spektrum FTIR oleh Nandiyanto et al. 2019). Lignin dianalisis pada rentang bilangan 
gelombang 400-4000 cm-1 dengan resolusi 4 cm-1. Spektrum FTIR dari lignin 3 jenis 
varietas yang diperoleh dari ekstraksi metode kimia dan biologi dapat dilihat pada 































Berdasarkan gambar di atas, lignin yang dihasilkan dari varietas Agave 
sisalana, Agave cantala, dan Agave angustifolia dari metode ekstraksi biologi dan 
ekstraksi kimia memiliki bentuk spektrum yang sama, yang menunjukan bahwa 
serapan bilangan gelombang pada berada pada rentang yang sama. Jika 
dibandingkan dengan lignin komersial, pola spektrum yang ditunjukan cukup 
berbeda. Hal ini karena substrat lignoselulosa yang digunakan pun berbeda, 
sehingga lignin yang dihasilkan memiliki karakteristik yang berbeda. Pada Gambar 
4.10, terdapat 4 jenis lignin yang diekstraksi dengan metode yang sama namun dari 
4 jenis substrat yang berbeda, yaitu serat kenaf, bagasse tebu, batang tembakau, 
dan daun Agave sisalana. Data ini diperoleh dari hasil penelitian Satria Abiyyu 
Rahman (2021) dan Viola Angelica (2021). Spektrum FTIR yang diperoleh 
menunjukan pola yang berbeda antara keempat jenis substrat yang digunakan. Ini 
didukung dengan beberapa penelitian yang yang melakukan analisis FTIR pada 
beberapa lignin dari substrat yang berbeda, yaitu dari bagasse tebu dan eucalyptus 
(Sun et al. 2015), rumput eulalia (Mischantus sinensis) dan lignin komersial (García 
et al. 2009), tandan kosong kelapa sawit dan bagasse tebu (Lubis et al. 2014), 
dimana hasil ketiga penelitian tersebut menunjukan spektrum FTIR lignin yang 












Meskipun spektrum FTIR menunjukan serapan pada titik puncak bilangan 
gelombang yang berbeda, namun kandungan gugus fungsi baik lignin komersial 
maupun lignin yang diperoleh dari metode ekstraksi biologi dan kimia mengandung 
gugus fungsi yang sama. Absorpsi bilangan gelombang (λ) mulai terlihat pada 
rentang 3200-3600 cm-1 yang menandakan adanya gugus fungsi O-H aromatik dan 
alifatik pada lignin. Serapan yang terdapat pada rentang λ 2860-2970 cm-1 dan 
1370-2470 cm-1 menunjukan adanya gugus fungsi C-H alkana, pada rentang λ 
1700-1750 cm-1 dan 1700-1750 cm-1 gugus  fungsi C=O asam karboksilat/ester, 





pada rentang λ 1620-1680 cm-1 gugus fungsi C=C alifatik, pada rentang λ 1480-
1555 cm-1 gugus fungsi C=C aromatik, pada rentang λ 950-1225-1750 cm-1 dan 800-
900 cm-1 gugus fungsi C-H aromatik, dan pada rentang λ 885-995 cm-1 gugus fungsi 
C-H alkena. Selain itu, terdapat juga gugus fungsi alifatik organohalogen seperti C-
Br, C-Cl, dan C-I pada rentang 500-800 cm-1 dan pada rentang rentang λ 470-500 
cm-1 terdapat gugus fungsi S-S tiol. Detail serapan titik puncak dari setiap varietas 






Tabel 4.9 Gugus fungsi lignin berdasarkan FTIR 







































































1370-1470 C-H alkana 





1058,25  1069,66 1106,75 
1053,97 
- 1055,4 1112,45 
1058,25 
1115,3 - 1050-1300 C-O(H) dan C-
O(C) pada O-H 
alifatik dan eter 
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675-995 919,91 985,51 
898,51 
897,69 875,69 874,27 875,69 720,24 897,09 897,09 885-995  C-H alkena 
- - - - - - -  778,71 778,71 700-800 C-Cl alifatik 
(organohalogen
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- - - - -  593,3 581,89 512,01 - 500-600 C-I alifatik 
(organohalogen
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Berdasarkan data yang diperoleh, lignin dari varietas Agave sisalana, Agave 
cantala, dan Agave angustifolia memiliki kandungan gugus fungsi yang sama. 
Adapun untuk lignin yang diperoleh dari setiap metode ekstraksi mengandung 
gugus fungsi yang sama dengan lignin komersil, dimana lignin komersil yang 
digunakan merupakan lignin merk ―Tokyo Chemical Industry‖. Pada Tabel 4.10, 
dapat dilihat perbandingan kemurnian lignin yang dihasilkan dari setiap metode 
ekstraksi. Lignin hasil ekstraksi metode basa, klasson, dan biologi masing-masing 
mengandung monomer lignin yaitu syringyl (~1200 cm-1), guaicyl (~1100 cm-1), 
dan p-hidroksifenil (~3400 cm-1).  
Tabel 4.10 Perbandingan kemurnian lignin yang diperoleh berdasarkan analisis FTIR 
Lignin 
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3300-3450 ~1050 ~1620 - - 
Biologi ~1200 ~1100 ~3400 ~1100 ~1650 -  
Secara umum, lignin hasil ekstraksi metode biologi mengandung kontaminan 
paling sedikit dibandingkan lignin hasil ekstraksi metode basa dan klasson. Lignin 
mengandung monomer monolignol yaitu syringyl (S), guaiacyl (G), dan p-
hidroksifenil (H) (Neutelings 2011). Keberadaan monomer ini ditandai dengan 
serapan pada rentang λ 3200-3570 cm-1  yaitu adanya gugus O-H aromatik yang 
mengidentifikasi monomer syringyl, guaicyl (G) dan p-hidroksifenil (H). Selanjutnya 
terdapat gugus fungsi C-H yang berikatan dengan senyawa aromatik pada rentang 
λ 800-900 cm-1  dan 950-1225 cm-1  yang menunjukan keberadaan monomer syringyl 
dan guaicyl. Menurut Risanto et al. (2014) serapan pada bilangan gelombang 
sekitar 1200 cm-1 menunjukan adanya gugus fungsi C-O yang berikatan pada fenol, 
yang mana ini menunjukan keberadaan monomer syringyl dan guaicyl. Selain itu, 
ikatan eter yang menghubungan setiap monomer teridentifikasi pada rentang 
bilangan gelombang 1050-1300 cm-1. Menurut Setiati et al. (2016), gugus fungsi 
utama pada senyawa lignin yaitu C-H alifatik dan aromatik, C=C, dan O-H fenolik. 
Ketiga senyawa ini terdapat pada lignin dari setiap metode ekstraksi, dimana untuk 
gugus C-H alifatik berada pada rentang  λ 1700-1750 cm-1 untuk senyawa alifatik 





rentang λ 1450-1510 cm-1, dan gugus fungsi O-H fenolik berada pada rentang 3200-
3600 cm-1. 
Pada lignin yang diekstraksi dengan metode basa, terdapat senyawa S-S tiol 
pada rentang bilangan gelombang 470-500 cm-1. Menurut Lubis et al., (2014) 
kandungan sulfur pada lignin cenderung kecil (≤0,05%) akibat adanya kontaminasi 
selama proses delignifikasi dan isolasi lignin. Selain itu, kontaminan lain yang 
terdapat pada lignin yang diekstraksi dari metode basa dan klasson yaitu senyawa 
organohalogen seperti C-Cl dan C-I. Pada penelitian Sun et al. (2015), senyawa Cl 
merupakan salah satu kontaminan yang ditemukan pada lignin. Adanya serapan 
pada bilangan gelombang 1620-1689 cm-1 yang menunjukan keberadaan gugus 
fungsi C=C aromatik menunjukan bahwa masih terdapat hemiselulosa pada lignin 
yang diperoleh, sesuai dengan penelitian H. Yang et al. (2007) yang menyebutkan 






BAB V  
PENUTUP 
5.1 Kesimpulan 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan, diperoleh beberapa kesimpulan, yaitu: 
1. Isolat selulolitik dan hemiselulolitik yang digunakan berpotensi dalam 
mendegradasi selulosa dan hemiselulosa, dimana indeks aktivitas enzim selulase 
tertinggi terdapat pada isolat S4 dengan indeks sebesar 2 dan indeks aktivitas 
enzim hemiselulase tertinggi terdapat pada isolat H1 dengan indeks sebesar 11. 
Delapan isolat yang digunakan saling bersinergis dan dapat dibuat menjadi 
konsorsium bakteri sebagai agen ekstraksi lignin pada metode biologi. 
2. Pada metode ekstraksi biologi, varietas agave memberikan pengaruh signifikan 
namun konsentrasi inokulum tidak memberikan pengaruh signifikan. Kadar lignin 
tertinggi yaitu 5,58% diperoleh dari varietas Agave cantala dengan konsentrasi 
inokulum sebesar 0,5%. 
3. Berdasarkan metode ekstraksi kimia dan biologi yang dilakukan, kadar lignin 
tertinggi diperoleh dari varietas Agave cantala hasil ekstraksi lignin metode basa 
yaitu sebesar 32,61%.  
4. Hasil analisis FTIR menunjukan bahwa lignin dari tiga jenis varietas agave (A. 
sisalana, A. cantala, A. angustifolia) yang diperoleh dari metode ekstraksi kimia 
dan biologi mengandung monomer lignin yaitu syringyl, guaicyl, dan p-hidroksifenil 
serta ikatan eter pada lignin yang ditunjukan dengan adanya serapan pada 
bilangan gelombang 3200-3570 cm-1 (gugus O-H aromatik), 800-900 cm-1  (gugus 
C-H aromatik), ~1200 cm-1 (gugus C-O pada fenol), dan 1050-1300 cm-1 (ikatan 
eter).  
5.2 Saran 
Kadar lignin yang diperoleh dari metode ekstraksi biologi tergolong rendah, hal ini 
karena konsentrasi inokulum yang digunakan terlalu sedikit. Diperlukan upaya untuk 
meningkatkan kadar lignin yaitu dengan meningkatkan konsentrasi inokulum yang 
digunakan. Selain itu juga diperlukan metode analisis lain yang dilakukan untuk 
mengetahui karakteristik lignin yang dihasilkan seperti TGA (thermogravimetri 
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Lampiran 1. Flowchart proses ekstraksi lignin metode biologi 
Diambil dan diinokulasikan 
konsorsium bakteri 
sebanyak 0.25; 0.75; dan 
1.25 ml 
 
Disiapkan media basal 250 
ml yang berisi 25 gram 
biomassa yang sudah steril 
 
Diinkubasi dengan 
incubator shaker T= 
30oC, t= 14 hari, dan v= 
120 rpm 
Diambil biomassanya 
lalu sentrifugasi V= 






300 ml dengan 3 kali 
Dikeringkan biomassa 
yang sudah dicuci 
dengan oven T= 70oC 
hingga kering 
Direfluks dengan etanol 
96% selama t= 5 jam 
dengan T= 80oC 
Didinginkan lalu 
disaring 






























akuades 150 ml dan 
didiamkan selama 24 jam 
Disaring dengan bantuan 
pompa vakum untuk 
memisahkan lignin 
Lignin dimasukan ke 
dalam desikator selama 
24 jam 












Lampiran 2. Dokumentasi ekstraksi lignin metode biologi 

















Pulp biomassa Agave angustifolia sebelum dan setelah isolasi 
lignin 
Filtrat lindi hitam Agave sisalana sebelum dan setelah diuapkan 




























Filtrat lindi hitam Agave cantala sebelum dan setelah diuapkan 
etanolnya dengan rotary evaporator 
Filtrat lindi hitam Agave angustifolia sebelum dan setelah diuapkan 






0,1% 0,3% 0,5% 
0,1% 0,3% 0,5% 
0,1% 0,3% 0,5% 
Lignin Agave sisalana setelah dipresipitasi 
dengan akuades 150 ml 
Lignin Agave cantala setelah dipresipitasi 
dengan akuades 150 ml 
Lignin Agave angustifolia setelah dipresipitasi 





Lampiran 3 Tabel ANOVA kemampuan konsumsi biomassa oleh bakteri 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:   kemampuan_konsumsi_biomassa_oleh_bakteri   
Source 
Type III Sum 
of Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 255,820a 6 42,637 8,326 ,000 
Intercept 33116,313 1 33116,313 6466,706 ,000 
konsentrasi_inokulum 115,207 2 57,604 11,248 ,001 
varietas_agave 138,935 2 69,467 13,565 ,000 
ulangan 1,679 2 ,839 ,164 ,850 
Error 102,421 20 5,121   
Total 33474,554 27    
Corrected Total 358,241 26    






 1 2 
Duncana,b 0,1% 9 32,6133  
0,3% 9 34,7944  
0,5% 9  37,6578 
Sig.  ,054 1,000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 5,121. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000. 






 1 2 
Duncana,b Agave sisalana 9 32,6222  
Agave cantala 9 34,3778  
Agave angustifolia 9  38,0656 
Sig.  ,115 1,000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 5,121. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000. 






Lampiran 4. Perhitungan konversi data lignin esktraksi metode biologi 





I II III 
Agave sisalana 
0,1% 0,42% 0,62% 0,55% 
0,3% 0,32% 0,36% 0,87% 
0,5% 0,73% 0,65% 1,16% 
Agave cantala 
0,1% 0,80% 2,62% 1,42% 
0,3% 0,68% 2,67% 1,61% 
0,5% 1,20% 2,72% 2,77% 
Agave angustifolia 
0,1% 1,24% 0,65% 1,27% 
0,3% 1,52% 1,15% 1,00% 
0,5% 1,95% 1,63% 1,83% 
Konversi data kadar lignin untuk substrat biomassa 25 gram: 
1. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 1 
               
    
  
          
2. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 2 
               
    
  
          
3. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 3 
               
    
  
          
4. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 1 
               
    
  
          
5. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 2 
               
    
  
          
6. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 3 
               
    
  
          
7. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 1 
               
    
  
          
8. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 2 
               
    
  
          
9. Agave sisalana, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 3 
               
    
  







10. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 1 
               
    
  
          
11. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 2 
               
    
  
          
12. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 3 
               
    
  
          
13. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 1 
               
    
  
          
14. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 2 
               
    
  
          
15. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 3 
               
    
  
          
16. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 1 
               
    
  
          
17. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 2 
               
    
  
          
18. Agave cantala, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 3 
               
    
  
          
19. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 1 
               
    
  
          
20. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 2 
               
    
  
          
21. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,1%, ulangan 3 
               
    
  
          
22. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 1 
               
    
  
          
23. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 2 
               
    
  
          
24. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,3%, ulangan 3 
               
    
  






25. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 1 
               
    
  
          
26. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 2 
               
    
  
          
27. Agave angustifolia, konsentrasi inokulum 0,5%, ulangan 3 
               
    
  
          





I II III 
Agave sisalana 
0,1% 1,05% 1,55% 1,38% 
0,3% 0,80% 0,90% 2,18% 
0,5% 1,83% 1,63% 2,90% 
Agave cantala 
0,1% 2,00% 6,55% 3,55% 
0,3% 1,70% 6,68% 4,03% 
0,5% 3,00% 6,80% 6,93% 
Agave angustifolia 
0,1% 3,10% 1,63% 3,18% 
0,3% 3,80% 2,88% 2,50% 






Lampiran 5. Tabel ANOVA kadar lignin hasil ekstraksi metode biologi 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:   kadar lignin   
Source 
Type III Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 59,036a 6 9,839 6,185 ,001 
Intercept 274,500 1 274,500 172,552 ,000 
varietas 41,183 2 20,591 12,944 ,000 
volume_inokulum 10,611 2 5,306 3,335 ,056 
ulangan 7,241 2 3,621 2,276 ,129 
Error 31,816 20 1,591   
Total 365,352 27    
Corrected Total 90,852 26    
a. R Squared = ,650 (Adjusted R Squared = ,545) 
 
Uji lanjut varietas agave 
kadar lignin 
 
varietas agave N 
Subset 
 1 2 
Duncana,b Sisalana 9 1,5800  
Angustifolia 9  3,4033 
Cantala 9  4,5822 
Sig.  1,000 ,061 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 1,591. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000. 



































25 gram sampel agave Ditambahkan 250 ml 
NaOH 15% 
Dipanaskan selama 2 
jam pada suhu 80 C 
Didinginkan dan 
disaring 









desikator, t =24 jam 
Lampiran 6. Flowchart proses ekstraksi metode basa 
Diteteskan H2SO4 
72% hingga pH 2 
Dikeringkan dengan 
oven, t = 24 jam, T = 
60oC 
































25 gram sampel agave 
Biomassa 
ditambahkan 250 ml 
NaOH 15% 
Dipanaskan selama 2 jam 
pada suhu 110oC sambil 
diaduk secara berkala 
Didinginkan dan 
disaring 






40% hingga pH 4 
Disokhlet dengan pelarut 
n-heksana, t = 6 jam 
Ditimbang zat aktifnya 






















desikator, t =24 jam 
Dikeringkan dengan 
oven, t = 24 jam, T = 
60oC 
Hasil akhir lignin Lignin ditimbang 
